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Die Dicklegung der Milch, ausgehend von der hydrolytischen Spaltung des κ-Caseins, 
stellt  den  ersten  essentiellen  Schritt  in  der  Käseherstellung  dar.  Dabei  finden 
Gerinnungsenzyme verschiedener Herkunft Anwendung, deren neueste Varianten auf 
Grundlage  des  aktuellen  Forschungsstandes  umfassend  charakterisiert  werden. 
Verschiedene  Kälberlabpräparate,  mikrobielle  Gerinnungsenzyme  aus  Rhizomucor  
miehei und  mit  Hilfe  von  gentechnisch  modifizierten  Mikroorganismen  gewonnenes 
Chymosin  (FPC)  aus  Rind  und  Kamel  werden  mittels  HPLC  und  Elektrophorese 
hinsichtlich  ihrer  Zusammensetzung analysiert.  Die  neueste  Generation  mikrobieller 
Enzyme weist im Gegensatz zur herkömmlichen Variante keine Nebenkomponenten 
und  damit  einen  höheren  Aufreinigungsgrad  auf.  Die  unspezifische  proteolytische 
Aktivität  wird  durch  fluorimetrische  Quantifizierung  der  in  12  %  TCA  löslichen 
Stickstoffkomponenten bestimmt, die nach Inkubation rekonstituierter Magermilch bei 
32  °C  und  pH  6,5  über  24  h  mit  den  Enzymen  freigesetzt  werden.  Mikrobielle 
Gerinnungsenzyme  besitzen  eine  signifikant  höhere  unspezifische  proteolytische 
Aktivität  gegenüber  chymosinbasierten  Präparaten,  deren  Auswirkung  sich  bei 
Erhöhung  der  zugegebenen  Enzymmenge  besonders  ausgeprägt  darstellen. 
Oszillationsrheometrische Analysen lassen bei gleicher Enzymaktivität eine geringere 
Gelfestigkeit  nach 40 min bei  Einsatz  von mikrobiellen  Präparaten im Vergleich  zu 
Kälberlab  und  bovinem  FPC  erkennen.  Zusätzlich  wird  eine  Abhängigkeit  der 
Flockungszeit  und  der  Gelfestigkeit  vom eingesetzten  Substrat  beobachtet,  die  für 
Chymosin  aus Kamel  besonders  stark ausgeprägt  ist.  Die  Substratspezifität  dieses 
Enzyms  ist  weder  mit  der  des  bovinen  Chymosins  noch  mit  der  der  mikrobiellen 
Gerinnungsenzyme identisch. Im Rahmen von Käsungsversuchen im Labor-, Pilot- und 
Industriemaßstab  wird  eine  signifikant  höhere  Käseausbeute  (0,50  -  1,19  %)  bei 
Verwendung vom traditionellem Kälberlab im Vergleich zur neuesten Generation der 
kommerziellen  mikrobiellen  Substitute  ermittelt.  Im  Verlaufe  der  Reifung  von 
Schnittkäse  wird  durch  mikrobielles  Gerinnungsenzym  gegenüber  Kälberlab  eine 
signifikant  höhere  Menge  an  Nichtproteinstickstoff  freigesetzt  sowie  ein 
unterschiedliches Profil an Proteinabbauprodukten gebildet. Die höhere proteolytische 
Aktivität  resultiert  in  einer  signifikant  stärker  ausgeprägten  Bitterkeit  der  mit 
mikrobiellem Gerinnungsenzym hergestellten Käse nach 12 Wochen Reifungszeit. 

MILK  CLOTTING  ENZYMES  OF  DIFFERENT  ORIGIN  AND  THEIR  IMPACT  ON 
CHEESE YIELD AND CHEESE QUALITY
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Clotting of milk caused by hydrolytic cleavage of κ-casein is the first important step in 
cheese  milk  processing.  This  cleavage  is  caused  by  clotting  enzymes  of  different 
origin,  which  are  comprehensively  characterized  by  considering  results  of  latest 
investigations. The composition of selected calf rennets, microbial coagulants derived 
from Rhizomucor miehei and genetically engineered chymosin (FPC) derived from cow 
and  camel  is  analyzed  by  HPLC  and  electrophoresis.  In  contrast  to  conventional 
products,  the   latest  generation  of  microbial  coagulants  does  not  show  minor 
components in a detectable amount because of a sufficient purification. The unspecific 
proteolytic  activity  is  determined by fluorimetric  quantification  of  12 % tricloric-acid-
soluble nitrogen, which is released by the enzymes from reconstituted skim milk, pH 
6.5, after incubation at 32 °C for 24 h. Microbial coagulants show a significantly higher 
unspecific  proteolysis  as compared to chymosin-based clotting  enzymes,  especially 
when  the enzymes  are  added  in  amount  higher  than  used  during  cheese-making. 
Small amplitude oscillation rheometry analysis showed a lower gel firmness after 40 
min of gelling when microbial coagulants were applied instead of calf rennet or FPC. 
Furthermore,  flocculation  time,  gel  formation  time  and  gel  firmness  additionally 
depends on the test substrate, and this dependency is exceptionally pronounced when 
camel chymosin was used. The substrate specificity of this enzyme is neither identical 
to  that  of  bovine  chymosin  nor  to  that  of  microbial  coagulants.  Cheese  making 
experiments in laboratory-, pilot- and commercial-scale revealed a significantly higher 
cheese yield (0.50 - 1.19 %) when using calf rennet instead of  microbial coagulant of 
the latest generation. During ripening of semi-hard cheese a higher amount of non-
protein-nitrogen was released and a different electrophoretic casein degradation profile 
was generated when using microbial enzymes. Enhanced proteolysis is responsible for 
a  significantly  higher  pronounced  bitterness  of  microbial  produced  cheese after  12 
weeks of maturation.
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1        Einleitung
1 Einleitung
Zur  Gerinnung  von  Milch  im  ersten  Schritt  der  Käseherstellung  werden  traditionell 
Labpräparate  eingesetzt,  welche  durch  Extraktion  von  Kälbermägen  gewonnen 
werden.  Da der  weltweite  Bedarf  an Kälbermägen die  tatsächlich  für  die  Käsepro-
duktion  verfügbare  Menge  übersteigt,  wird  seit  etwa  50  Jahren  nach  alternativen 
Proteasen  gesucht.  Heute  kommen  einerseits  Chymosinsubstitute  mikrobieller 
Herkunft  und  andererseits  fermentativ  produzierte  Chymosinpräparate  (FPC)  aus 
gentechnisch modifizierten Mikroorganismen zum Einsatz. Für spezielle Anwendungen 
werden vor allem auf der Iberischen Halbinsel auch Proteasen pflanzlicher Herkunft 
verwendet.  Alle  kommerziell  erhältlichen  Enzyme,  ausgenommen  einer  aus 
Cryphonectria parasitica stammenden Protease, spalten κ-Casein an der Stelle Phe105-
Met106 unter  Freisetzung  des  Caseinomacropeptides  (CMP).  Diese  enzymatische 
Reaktion wird als spezifische Proteolyse bezeichnet.  Die elektrostatische Abstoßung 
der  Caseinmicellen  wird  durch  die  Abspaltung  des  CMP  entscheidend  verringert, 
wodurch deren Aggregation eingeleitet wird und ein dreidimensionales Netzwerk aus 
Caseinpartikeln entsteht (Walstra et al., 2006). Für die Milchgerinnung ist eine hohe 
spezifische proteolytische Aktivität der Präparate von entscheidender Bedeutung. 
Die vielfach als unspezifisch bezeichnete proteolytische Aktivität bezieht sich auf die 
Eigenschaft der Gerinnungsenzyme, weitere Peptidbindungen außer Phe105-Met106 des 
κ-Caseins zu hydrolysieren. Bei der Suche nach alternativen Gerinnungsenzymen stellt 
ein möglichst hohes  Verhältnis von spezifischer zu unspezifischer Proteolyse stets das 
Hauptkriterium dar. In frühen Studien wurde für Kälberlab im Vergleich zu mikrobiellen 
Gerinnungsenzymen  von  einem  doppelt  hohen  Anteil  der  spezifischen  Proteolyse, 
bezogen auf die gesamte proteolytische Aktivität, berichtet (Yada & Nakai, 1986). Des 
Weiteren wurden Unterschiede im Abbau von α-, β- und κ-Casein beobachtet (Krause 
et al., 1998; Shammet et al., 1992; Vanderporten & Weckx, 1972). Eine hohe unspezi-
fische proteolytische Aktivität ging dabei mit einem Ausbeuteverlust durch Freisetzung 
von  Proteinbruchstücken  in  die  Molke  einher.  In  Käsungsversuchen  wurde  unter 
Einsatz von mikrobiellem Gerinnungsenzym eine um 0,3 - 0,7 % verringerte Käseaus-
beute  im Vergleich  zu Kälberlab ermittelt  (Emmons & Binns 1990;  Emmons et  al., 
1990, Harboe & Budtz, 1999). Weiterhin ist bekannt, dass die unspezifische proteoly-
tische Aktivität  der  Gerinnungsenzyme auch Auswirkungen  auf  den Reifungsverlauf 
von Käse hat. Als Resultat einer starken Proteolyse werden vermehrt Peptide aus den 
Caseinen  freigesetzt,  wobei  sich  auch  zahlreiche  Bitterpeptide  finden  lassen 
(Toelstede & Hofmann, 2008). Mit mikrobiellem Gerinnungsenzym hergestellter Käse 
wies eine höhere Konzentration an kleinen, hydrophoben und als bitter identifizierten 
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Peptiden im Vergleich zum Einsatz von Kälberlab auf (Agboola et al., 2004). Dies kann 
sich,  besonders  bei  lange  reifenden  Käsesorten,  negativ  auf  die  Käsequalität 
auswirken. 
Bereits  seit  den  1960er  Jahren  stehen  mikrobielle  Koagulantien  im  Fokus 
wissenschaftlicher Forschungsarbeiten und bis heute wird eine stetige Verbesserung 
ihrer  Eigenschaften  angestrebt.  Die  ersten  Generationen  mikrobieller  Substitute 
wurden keinerlei  Reinigungsschritten unterzogen,  es erfolgte lediglich  eine Filtration 
und Konzentrierung des Rohextraktes. Als Resultat enthielten die Präparate weitere 
Nebenenzyme  und  sowohl  im  Käse  als  auch  in  der  Molke  wurde  eine  hohe 
proteolytische  Aktivität  beobachtet.  Die  heutigen  Präparate  werden  nach  der 
Fermentation oxidativ behandelt, um eine definierte Thermolabilität  zu erreichen, die 
jener der chymosinbasierten Enzyme vergleichbar ist (Harboe & Budtz, 1999). Für die 
neueste Generation kommen zusätzlich chromatographische Aufreinigungsmethoden 
zum Einsatz,  wodurch  eine  hohe  Reinheit  der  mikrobiellen  Proteasen  erreicht  wird 
(www.dsm.com; Zugriff:10/2010). 
Die Anwendung gentechnischer  Methoden zur Herstellung von Gerinnungsenzymen 
hat in den letzten Jahrzehnten stark an Bedeutung gewonnen. So werden in den USA 
und Großbritannien inzwischen  80 -  90 % der  produzierten Gesamtkäsemenge mit 
Chymosin  aus  gentechnisch  modifizierten  Mikroorganismen  hergestellt  (www.gmo-
compass.org;  Zugriff:  10/2010).  In  Deutschland  und  Frankreich  besteht  eine 
Zulassung der Enzympräparate seit 1998, wobei jedoch Einschränkungen für Bio-Käse 
existieren. Entsprechend geringer ist deren Einsatzmenge und Akzeptanz (Harboe & 
Budtz,  1999).  Vergleichende  Untersuchungen  von  Kälberlab  und  FPC  lieferten  im 
Gegensatz zu mikrobiellen Substituten keine Hinweise auf  Unterschiede hinsichtlich 
Gerinnungseigenschaften, proteolytischer Aktivität und Käseausbeute. Der mit diesen 
Enzympräparaten  hergestellte  Käse  zeigte  gleiche  chemische  und  physikalische 
Parameter sowie ein identisches Reifungsverhalten (Banks, 1992; Bines et al., 1989; 
Lagerwerf  et  al.,  1995;  van den Berg & de Koning,  1990).  Ein bedeutender  Vorteil 
gentechnischer  Methoden  besteht  darin,  dass  diese  neben  der  Produktion  von 
bovinem auch den Einsatz von Chymosin weiterer Spezies in unbeschränkter Menge 
erlauben  (Kappeler  et  al.,  2007).  So  wird  beispielsweise  seit  2009  ein  fermentativ 
gewonnenes  Chymosin,  isoliert  aus  Kamel,  kommerziell  produziert  und  für  die 
Käseherstellung  mit  Kuhmilch  eingesetzt.  Die  proteolytischen  Eigenschaften  dieses 
Enzyms wurde in  den Studien von Kappeler  et  al.  (2006)  mit   denen des bovinen 
Chymosins vergleichen. Kamel-Chymosin wies eine geringere unspezifische proteoly-
tische  Aktivität  in  Verbindung  mit  einer  höheren  Milchgerinnungsaktivität  auf.  Im 
3        Einleitung
reifenden Käse erfolgte ein geringerer Abbau von α- und β-Casein, der sich in  senso-
risch wahrnehmbaren Unterschieden widerspiegelte (Bansal et al., 2009a). 
Eine detailliertere Zusammenfassung der zum Thema publizierten Forschungsarbeiten 
wird durch Jacob et al. (2010a; Anhang 1) vermittelt. Darin wird der aktuelle Entwick-
lungsstand  der  mikrobiellen  Substitute  und  FPC-Präparate  erläutert  sowie  ein 
Überblick  über  deren  chemische  und  physikalische  Eigenschaften  und  analytische 
Aspekte gegeben. Besonderes Augenmerk wird auch auf das Reifungsverhalten von 
Käse bei Einsatz der Gerinnungsenzyme unterschiedlicher Herkunft gelegt.
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2 Zielstellung
In  der  Vergangenheit  wurden  zahlreiche  Studien  veröffentlicht,  die  vergleichende 
Untersuchungen von chymosinbasierten Gerinnungsenzymen und mikrobiellen Substi-
tuten  beschreiben.  Für  letztere  wurde  eine  höhere  unspezifische  proteolytische 
Aktivität  ermittelt,  die  in  einer  geringeren Käseausbeute  resultierte (Emmons et  al., 
1990). Der Schwerpunkt dieser Untersuchungen ist zeitlich in den 90er Jahren einzu-
ordnen. Dem steht bis heute ein langer Entwicklungszeitraum entgegen, in dem neue 
Technologien  genutzt  wurden,  um  mikrobielle  Substitute  zu  verbessern.  Ziel  der 
Verbesserungen ist stets eine Erhöhung der Spezifität und Reinheit sowie eine dem 
Chymosin  vergleichbare  Thermolabilität,  die  durch  die  Hersteller  entsprechend 
beworben werden. Ziel dieser Arbeit war es, aktuell am Markt befindliche Enzymprä-
parate unterschiedlicher Provenienz hinsichtlich ihrer Reinheit,  ihrer  proteolytischen 
Eigenschaften und der Milchgelbildung zu untersuchen. 
Die Stabilitätscharakteristik ausgewählter Präparate soll Hinweise auf Einflussgrößen 
der herstellungs- und lagerbedingten Aktivitätsabnahme liefern, um die Ausbeutever-
luste an aktivem Enzym zu minimieren. 
Durch  die  Untersuchungen  wird  der  Kenntnisstand  bezüglich  der  proteolytischen 
Eigenschaften und der Gelbildungscharakteristik der verwendeten Enzyme erweitert. 
Im Rahmen von Flockungszeit- und Gelfestigkeitsbestimmungen wird die Substratspe-
zifität  der  Präparate  untersucht  und  die  Übertragbarkeit  der  mittels  rekonstituierter 
Magermilch gewonnenen Ergebnisse in die Praxis diskutiert. Unter diesem Gesichts-
punkt  soll  die  Charakterisierung  eines  mit  gentechnischen  Methoden  gewonnenem 
Chymosins aus Kamel aufzeigen, ob dieses maßgebliche Unterschiede in der Gerin-
nungsfähigkeit gegenüber herkömmlichen Enzympräparaten besitzt. Käsungsversuche 
im  Labor-,  Pilot-  und  Industriemaßstab  sollen  die  unter  Einsatz  der  neuesten 
Generation der mikrobiellen Substitute erzielbare Käseausbeute und -qualität verglei-
chend zum traditionell verwendeten Kälberlab untersuchen. Dies bietet dem Anwender 
in der Praxis die Möglichkeit, den Einsatz der Enzyme auf Basis aktueller wissenschaft-
licher Daten abzuwägen.
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3 Material und Methoden
3.1 Substrate
3.1.1 Eingesetzte Milchtypen 
Als  standardisiertes  Substrat  wurde  „low heat“  Magermilchpulver  mit  den  Bezeich-
nungen Alpavit (Käserei Champignon Hofmeister GmbH & Co. KG, Lauben/ Allgäu, D) 
und Nilac (Nizo Food Research, Ede, NL) eingesetzt. Die Rekonstitution erfolgte nach 
IDF 157 (FIL/IDF, 2007) mit 110 g Magermilchpulver in 1 L 0,5 g/L CaCl2 Lösung. Um 
mikrobiellen  Verderb  zu  vermeiden,  wurden  0,3  g/L  Natriumazid  zugesetzt.  Der 
Denaturierungsgrad wurde anhand des Gehaltes an undenaturiertem Molkenprotein-
stickstoff (UMPN) nach der Harland-Ashworth Methode charakterisiert (Kuramoto et al., 
1959).  Die  Methode  beruht  auf  der  trübungsbasierten  Bestimmung  des  mit  Säure 
fällbaren Restproteingehaltes nach vorherigem Aussalzen. Der Gehalt an UMPN (n = 
3) betrug für Milch vom Typ Alpavit 5,69 ± 0,26 mg/g Magermilchpulver und für Milch 
vom Typ Nilac 7,75 ± 0,25 mg/g Magermilchpulver. Die Referenzpulver für die Harland-
Ashworth  Methode  „low-heat“  (HAL)  und  „high-heat“  (HAH)  Milchpulver  (American 
Dairy  Products  Institute,  Elmhurst,  USA)  waren  durch  einen  definierten  Gehalt  an 
undenaturiertem  Molkenproteinstickstoff  (UMPN)  von  7,77  mg/g  und  0,55  mg/g 
gekennzeichnet  und fanden zusätzlich  Anwendung zur  Bestimmung der  Flockungs-
zeiten von Referenzenzymen.  
Als  fetthaltiges  Substrat  kam  ESL-Milch  aus  lokalen  Supermärkten  mit  einem 
Fettgehalt von 35 g/L nach Zusatz von 0,3 g/L Natriumazid und der für den jeweiligen 
Versuch erforderlichen Menge an CaCl2 zum Einsatz. Wenn nicht anders angegeben 
wurden 0,1 g/L CaCl2 zugesetzt. Für ausgewählte rheologische Versuche und für die 
Käsungsversuche  im Labor-,  Pilot-,  und Industriemaßstab kam thermisierte  Kessel-
milch (Heinrichsthaler  Milchwerke,  Radeberg,  D) mit  unterschiedlichem Protein-  und 
Fettgehalt zum Einsatz. Die Variation der Inhaltsstoffe lag innerhalb des für die Schnitt-
käseherstellung üblichen Bereiches und wurde durch die am jeweiligen Versuchstag 
produzierte Käsesorte vorgegeben. Für die rheologischen Versuche wurde diese Milch 
mit 0,3 g/L Natriumazid konserviert, mit 0,1 g/L CaCl2 versetzt und in einem Zeitraum 
von maximal 32 h zur Messung verwendet. Bis zum Versuch wurde bei 4 °C gerührt, 
um ein Aufrahmen des Fettes zu verlangsamen. Die Substrate wurden,  wenn erfor-
derlich,  direkt  vor  dem  Versuch  mit  L(+)-Milchsäure  (10  %  w/v)  beziehungsweise 
Natronlauge (1 mol/L) auf den gewünschten pH eingestellt.
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3.1.2 Caseinlösung
Zur  Untersuchung  der  Spezifität  der  Gerinnungsenzyme  wurden  einerseits  bovines 
Casein  (Sigma  Aldrich,  D)  und  andererseits  isolierte  Fraktionen  von  α-,  β-  und  κ-
Casein (Sigma Aldrich, D) eingesetzt. Casein wurde in erhitztem und filtriertem Molken-
permeat in einer Konzentration von 30 g/L gelöst, mit 0,3 g/L Natriumazid konserviert 
und  mit  0,25  mol/L  NaOH  auf  pH  6,5  eingestellt.  Die  einzelnen  Caseinfraktionen 
wurden entweder in synthetischem Milchultrafiltrat nach Jenness & Koops (1962) oder 
in auf pH 6,5 eingestelltem und konserviertem Molkenpermeat in einer Konzentration 
von 10 g/L gelöst.
3.2 Gerinnungsenzyme
In  dieser  Studie  wurden  die  Eigenschaften  von  Kälberlabpräparaten,  mikrobiellen 
Gerinnungsenzymen  und  fermentativ  produziertem  Chymosin  (FPC)  aus  Rind  und 
Kamel verglichen. Über deren Kenndaten informiert Tabelle 3.1, wobei die Enzymakti-
vitäten  nur  als  Orientierungswert  zu  betrachten  sind.  Für  die  Untersuchungen 
gelangten zum Teil verschiedene Chargen der Enzyme zum Einsatz, die herstellungs-
bedingte  Schwankungen  der  Labstärke zeigten.  Zusätzlich  ändert  sich  die  Aktivität 
während  der  Lagerung,  sodass  gegebenenfalls  vor  der  Verwendung  eine  neue 
Bestimmung erfolgte. 
3.3 Charakterisierung der Gerinnungsenzyme 
Die  Charakterisierung  der  Gerinnungsenzyme  beinhaltet  die  Untersuchung  der  im 
Präparat  enthaltenen  Proteine  mittels  Elektrophorese  und  HPLC  sowie  die 
Bestimmung  der  Gerinnungsaktivität,  welche  für  alle  Enzyme  durchgeführt  wurde. 
Weiterhin wurde die Stabilität zweier großindustriell eingesetzter Präparate hinsichtlich 
ausgewählter mechanischer Einflüsse (Scherkräfte und Ultraschall) und pH-Änderung 
verglichen. Der Vergleich erfolgte zwischen mikrobiellem Gerinnungsenzym (Fromase® 
220XL)  und  Kälberlab  mit  20  %  Pepsinaktivität  (BioRen® Classic  80L150).  Das 
wichtigste Merkmal der Proteasen, ihre spezifische und unspezifische proteolytische 
Aktivität, wurde anhand verschiedener Substrate vergleichend analysiert und die resul-
tierenden Gerinnungs- und Gelbildungseigenschaften mittels rheologischer Methoden 
untersucht.
7              Material und Methoden
Tabelle 3.1: Bezeichnung, Art und Ursprung sowie Aktivität der untersuchten Gerinnungs-
enzyme
Enzym Ab-
kürzung
Hersteller/Vertrieb Art (Ursprung) C/P* Akti-
vität**
BioRen® Classic 
80L150
BC Hundsbichler GmbH, 
Kufstein, A
Kälberlab (bovin) 80/20 190
BioRen® 
Premium 94L210
BP Hundsbichler GmbH, 
Kufstein, A
Kälberlab (bovin) 94/ 6 215
Carlina® CA Danisco, Copenhagen, DK Kälberlab (bovin) 90/10 185
Kalase® KA CSK Food Enrichment, 
Leeuwarden, NL
Kälberlab (bovin) 90/10 204
Naturen® NT Chr. Hansen, Hørsholm, DK Kälberlab 80/20 139
Fromase®  220XL F2 DSM Food Specialties, 
Düsseldorf, D
Mikrobiell 
(R. miehei) -
219
Fromase®  750XL F7 DSM Food Specialties, 
Düsseldorf, D
Mikrobiell 
(R. miehei)
- 732
Fromase® 
750XLG
FG DSM Food Specialties, 
Düsseldorf, D
Mikrobiell 
(R. miehei)
765
Milase®  750XQL ML CSK Food Enrichment, 
Leeuwarden, NL
Mikrobiell 
(R. miehei)
- 751
CoaX 220TL CX Hundsbichler GmbH, 
Kufstein, A
Mikrobiell 
(R. miehei)
- 197
Hannilase®  XL HN Chr. Hansen, Hørsholm, DK Mikrobiell 
(R. miehei)
- 683
Chy-Max® CC Chr. Hansen, Hørsholm, DK FPC (bovin) 100/0 187
Maxiren®  600 MA DSM Food Specialties, 
Düsseldorf, D
FPC (bovin) 100/0 635
Chy-Max®  M CM Chr. Hansen, Hørsholm, DK FPC 100/0 912
Chymosin-Re-
ferenz
CRef Chr. Hansen, Hørsholm, DK Kälberlab (bovin) >98/<2 101
Pepsin-Referenz PRef Chr. Hansen, Hørsholm, DK Rinderlab (bovin) <2/>98 101
Mikrobielle 
Referenz
MRef Chr. Hansen, Hørsholm, DK Mikrobiell 
(R. miehei)
- 101
*relative Chymosinaktivtät/Pepsinaktivität; ** in Internationalen Milk Clotting Units pro mL (IMCU/mL)
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3.3.1 Molekülgröße und Reinheit
3.3.1.1 SDS-PAGE
Die Charakterisierung der in den Präparaten enthaltenen Proteine erfolgte mittels SDS-
PAGE  (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)  nach  Dialyse  gegen 
demineralisiertes Wasser mittels Celluloseacetat-Membran (cut-off: 13 kDa, Carl Roth, 
Karlsruhe,  D).  Zusätzlich  erfolgte  die  elektrophoretische  Untersuchung  ohne 
Entfernung der Salze, um den vollständigen Erhalt aller Proteine während der Proben-
vorbereitung zu überprüfen. Für die Elektrophorese wurden je nach benötigter Trenn-
schärfe entweder  ein vertikales  20 х 20 cm Gelsystem (LKB 2001,  LKB Company 
Bromma, SE) mit Gradientengel oder ein vertikales Minigelsystem mit 10 x 10 cm (CBS 
Scientific  Company,  Del  Mar,  CA)  verwendet.  Das  Gradientengel  wies  einen 
Acrylamidgehalt  von 7 - 20 % (w/v)  bei pH 8,5 (1 mol/L TRIS/HCl)  auf.  Im Minigel 
wurde mit einem Sammelgel mit 4 % (w/v) und einem Trenngel mit 12,5 % (w/v) bzw. 
15 % (w/v) Acrylamid gearbeitet. Dabei wurde ein diskontinuierliches Puffersystem mit 
Sammelgelpuffer pH 6,8 (0,5 mol/L TRIS/HCl) und Trenngelpuffer pH 8,8 (1,5 mol/L 
TRIS/HCl) angewendet. Der SDS-Gehalt in den Gelen betrug jeweils 0,1 % (w/v) und 
das Acrylamid-Bisacrylamidverhältnis  32:1.  Die Proben wurden in 6 mol/L Harnstoff 
verdünnt und mit Probenpuffer (pH 6,8, 2 g/L SDS)  vermischt. Der Elektrophoreselauf 
wurde unter Kühlung mit einer Spannung von 60/120 V realisiert. Die Färbung erfolgte 
mit 5 mg/L Coomassie-Brillantblau G-250 in einer Lösung aus 25 % (v/v) Methanol, 5 
% (v/v) Eisessig und 70 % (v/v) demineralisiertem Wasser. Zur Detektion von Minor-
banden  wurde  das  Gel  mit  50  % (v/v)  Ethanol  entfärbt.  Anschließend  erfolgte  die 
Färbung mit Silber, wobei mit einer Natriumthiosulfatlösung (2 g/L) für 2 min sensibili -
siert,  mit  Silbernitratlösung (2 g/L) für 20 min imprägniert  und mit  Natriumcarbonat-
lösung (22 g/L)  unter  optischer  Kontrolle  entwickelt  wurde.  Die Reaktion  wurde mit 
0,14 g/L EDTA in 25 % (v/v) Methanol  und 5 % (v/v) Eisessig in demineralisiertem 
Wasser abgestoppt.
Die  Größenzuordnung  der  Banden  erfolgte  anhand  eines  Proteinmarkers  (Serva 
Electrophoresis,  Heidelberg,  D)  mit  Hilfe  der  Totallab  TL100  Software  (Nonlinear 
Dynamics,  Newcastle,  UK).  Auch  die  quantitative  Auswertung  wurde  mit  dieser 
Software vorgenommen.
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3.3.1.2 HPLC-Analyse
Die  HPLC-Analytik  der  Gerinnungsenzyme  erfolgte  nach  Dialyse  gegen  gegen 
0,0125 mol/L Phosphatpuffer  mittels  Celluloseacetat-Membran (cut-off:  13 kDa, Carl 
Roth, Karlsruhe, D). Im späteren Verlauf der Untersuchungen wurde zum Entfernen 
der  Salze  eine  Ionenaustauschersäule  Econopac  10DG  (BIO-RAD,  München,  D) 
verwendet. Nach Überprüfung der Äquivalenz der beiden Entsalzungsmethoden kam 
aufgrund der  schnelleren und einfacheren Handhabung in allen  folgenden Untersu-
chungen  die  Ionenaustauschersäule  zum  Einsatz.  Vor  der  Probenaufgabe  auf  die 
HPLC-Säule wurde durch einen 0,45 µm Celluloseacetat-Filter filtriert. Es wurde eine 
HP1050  Anlage  mit  UV-Detektor  (Hewlett  Packard  Inc.,  Palo  Alto,  CA,  USA)  mit 
ChemStation Software genutzt.  Die Auftrennung wurde über eine  150 x 4,6 mm PL-
SAX  Anionenaustauschersäule  (Varian Deutschland  GmbH, Darmstadt D)  realisiert. 
Eluent A stellte dabei eine 0,1 mol/L NaCl-Lösung und Eluent B eine 1 mol/L NaCl-
Lösung, jeweils in 0,0125 mol/L Phosphatpuffer (pH 5,3) dar. Die chromatographische 
Separation  der  Enzympräparate  mit  bovinem  Chymosin  wurde  mit  einem  linearen 
Gradienten nach Panari et al. (1990) durchgeführt. Ausgehend von 5 % erreichte die 
prozentuale Menge an Eluent B dabei innerhalb von 35 min 75 %. Zur Fraktionierung 
der Proteine der mikrobiellen Präparate wurde der Gradient entsprechend angepasst 
(Tabelle  3.2).  Die  Anfangsbedingungen  blieben  dabei  für  5  min  konstant,  danach 
startete der Gradient mit 40 % B und erreichte nach 12 min 60 % B. Diese Bedin-
gungen blieben für 3 min konstant, um danach sprunghaft Eluent B auf 95 % für 10 min 
zu erhöhen. Es schlossen sich 15 min Postrun mit den Anfangsbedingungen an. Eine 
weitere Anpassung des Elutionsprogrammes wurde zur Fraktionierung von kamelba-
siertem  FPC  (Chy-Max® M)  erforderlich  (Tabelle  3.2).  Für  dieses  Enzympräparat 
wurde  zusätzlich  die  Ionenstärke  des Eluenten  A  auf  0,025 mol/L  NaCl  bei  gleich 
bleibender  Phosphatkonzentration  reduziert.  Die  Detektion  aller  Enzympräparate 
erfolgte bei einer Wellenlänge von 220 nm.
Tabelle 3.2: Angepasste Elutionsprogramme für mikrobielle Gerinnungsenzyme und kamelba-
siertes FPC (Chy-Max® M)
Mikrobielle Gerinnungsenzyme FPC aus Kamel
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%] Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0,0  - 5,0 95 5   0,0 -  6,0 100 0
5,1 60 40 95 5
5,1  - 12,0 40 60   6,1 - 10,0 70 30
12,0  - 15,0 40 60 10,0 - 15,0 40 60
15,1 5 95 15,0 - 18,0 20 80
15,1  - 25,0 5 95 25,0 20 80
25,0  - 40,0 95 5 25,0 - 40,0 100 0
  6,1n
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3.3.2 Bestimmung von Flockungszeit und Labstärke
Die Flockungszeit  stellt  die Zeitspanne zwischen Enzymzugabe und Sichtbarwerden 
der  ersten  Flocken  bei  der  Milchgerinnung  dar.  Unter  Einsatz  eines  definierten 
Substrates und im Vergleich mit Referenzenzymen mit definierter Aktivität erlaubt diese 
visuelle Bestimmungsmethode die Ermittlung der Labstärke (entspricht der Enzymakti-
vität) von Gerinnungsenzymen. Alle Parameter wie Herstellung des Substrates, pH und 
Temperatur  werden  durch  internationale  Standards  definiert.  Dementsprechend 
erfolgte die Durchführung für Kälberlab und FPC nach IDF 157 (FIL/IDF, 2007) und für 
mikrobielle Substitute nach IDF 176 (FIL/IDF, 2002). Die jeweiligen Referenzenzyme 
(CRef, PRef, MRef) sind in Tabelle 3.1 aufgeführt. Die mit dieser Methode bestimmte 
Enzymaktivität  bildete  die  Grundlage  für  die  Einsatzmenge  der  Präparate  in  allen 
weiteren Untersuchungen.
Zur Bestimmung der Flockungszeit  wurden 100 mL Glasflaschen,  befüllt  mit  25 mL 
Milch, auf mit 3,5 U/min rotierenden Führungsstäben in einem Winkel von 30° plaziert 
(Abbildung  3.1).  Eine  Temperierung  der  Flaschen  auf  32  °C  wurde  dabei  mittels 
Wasserbad realisiert. Die Konstruktion des Apparates erfolgte durch Weckend Maschi-
nenbau (Dresden, D). 
 
Zur Bestimmung der Flockungszeit wurde die Zeit zwischen Zugabe der verdünnten 
Enzymlösung und dem Erscheinen der ersten visuell wahrnehmbaren Flocken an der 
Glaswand mit einer Stoppuhr gemessen. Die volumetrische Verdünnung von Referen-
zenzymen und Enzymproben erfolgte derart, dass die Flockungszeit  im Bereich von 
350 - 550 s lag und eine Abweichung < 40 s zwischen Referenz und Probe resultierte. 
Abweichend dazu wurde in den Untersuchungen zur Stabilität der Enzymaktivität nach 
chemischer und mechanischer Behandlung immer dieselbe Menge an Enzym einge-
Abbildung 3.1: Apparatur zur Bestimmung der Flockungszeit und Enzymaktivität
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setzt, um den direkten Vergleich der Gerinnungszeiten zu ermöglichen. Berechnungs-
grundlage der Labstärke in Internationalen Milk Clotting Units (IMCU/mL) stellt die in 
den IDF 157 und 176 (FIL/IDF, 2007; FIL/IDF, 2002) angegebene Gleichung dar. Die 
Bestimmung der Labstärke der Präparate erfolgte mindestens als Dreifachbestimmung, 
wobei  die  Enzymverdünnung  für  Referenzenzym und Probe jeweils  neu hergestellt 
wurde. Jede Verdünnung diente zur Ermittlung von mindestens drei Flockungszeiten.
3.3.3 Stabilität von Kälberlab und mikrobiellem Gerinnungsenzym gegen  
physikalische Einflüsse und pH-Änderung
In einem Vergleich von Kälberlabpräparat (BioRen® Classic 80L150) und mikrobiellem 
Gerinnungsenzym  (Fromase® 220XL)  wurde  die  Stabilität  der  Enzyme  untersucht. 
Dabei  wurde die Enzymlösung unverdünnt  verschiedenen physikalischen Einflüssen 
ausgesetzt. Für alle behandelten Enzymproben erfolgte die Ermittlung der Restaktivität 
im  Vergleich  zur  unbehandelten  Ausgangsprobe  (=  100  %)  unter  Standardbedin-
gungen im Vergleich zum Referenzenzym nach IDF 157 (FIL/IDF, 2007) mit rekonstitu-
ierter Magermilch (Typ Alpavit). Für ausgewählte Proben wurde die Bestimmung der 
mittels  HPLC detektierbaren  Peakfläche  durchgeführt  und  diese mit  der  ermittelten 
Gerinnungsaktivität verglichen.
Eine Ultraschallbehandlung erfolgte mit 4 mL der Probe im Ultraschallbad (Elma Hans 
Schmidbauer GmbH & Co KG, Singen, D) mit maximal möglicher Intensität für 10, 30 
und 60 min.
Zur weiteren Untersuchung der Einflüsse mechanischer Belastung auf die Gerinnungs-
aktivität wurden 25 mL der Enzymlösung in einem Zentrifugenröhrchen vorgelegt und 
unter  Kühlung  mit  Eiswasser  mittels  Zahnkranzdispergiergerät  Ultraturrax  (IKA, 
Deutschland)  bei  11000  -  19000  U/min  für  10  min  dispergiert.  Der  Scherspalt  der 
Geometrie  betrug dabei  300 µm.  Zusätzlich  erfolgte  bei  einer  Geschwindigkeit  von 
11000 U/min eine Variation der Scherzeit von 10 bis 60 min. Die Versuche erfolgten 
jeweils in Doppelbestimmung.
Die Thermostabilität  der unverdünnten Enzymlösungen wurde in Doppelbestimmung 
nach Erhitzung von jeweils 2 mL Enzymlösung in einem Reaktionsgefäß im Wasserbad 
ermittelt. Dabei wurde einerseits die Temperatur von 45 - 70 °C bei einer Heißhaltezeit 
von 10 min und andererseits die Heißhaltezeit von 15 bis 90 min bei einer Temperatur 
von 60 und 62 °C variiert.
Die Überprüfung der pH-Stabilität der unverdünnten Gerinnungsenzyme wurde durch 
Material und Methoden        12
Verändern des pH mit  2  mol/L NaOH bzw.  HCl  durchgeführt.  Es wurden für  jedes 
Enzym drei unabhängige Versuchreihen angesetzt. Bei der Bestimmung der Enzymak-
tivität  wurde  der  Verdünnungsfaktor  durch  die  zugegebene  Menge  an  Säure  oder 
Lauge berücksichtigt. Die Restaktivität der Präparate mit verändertem pH wurde direkt 
nach dem Einstellen, nach 24 und 48 h ermittelt.
Um  eine  Lagerung  unter  Stressbedingungen  zu  simulieren  und  die  Effekte  einer 
Langzeitlagerung  in  verkürzter  Zeit  abschätzen  zu  können,  wurden  10  mL  der 
Präparate in lichtdurchlässige Glasflaschen gefüllt und bei Raumtemperatur und natür-
lichen  Lichtverhältnissen  gelagert.  In  diesem  Versuch  wurde  zusätzlich  zu  den 
genannten Enzymen das Verhalten von Chy-Max® M untersucht. Die Enzymaktivität 
wurde  über  eine Lagerzeit  von 360 d mehrfach bestimmt.  Am Ende der  Beobach-
tungszeit erfolgte zusätzlich eine Bestimmung des Proteinprofils mittels SDS-PAGE.
3.3.4 Rheologische Methoden
3.3.4.1 Viskositätsbestimmung
Die Viskositätsbestimmungen erfolgten mit  einem spannungsgesteuerten Rheometer 
AR-G2 (TA Instruments, Eschborn, D) unter Verwendung einer Doppelspalt-Geometrie 
in Standardgröße (Stator: Innenradius 20,00 mm; Rotor: Höhe 59,50 mm, Innenradius 
20,38  mm,  Außenradius  21,96 mm)  und  einer  Schergeschwindigkeit  von 50 /s.  Die 
Bestimmung  wurde  für  jedes  Enzym  8-fach  durchgeführt.  Als  Substrat  kam  dabei 
rekonstituierte Magermilch (Typ Alpavit)  nach IDF 157 (FIL/IDF, 2007), jedoch unter 
Zusatz von 0,4 g/L CaCl2 bei pH 6,5 und 31,5 °C mit 50 IMCU/L Enzym zum Einsatz. 
Für ausgewählte Versuche wurde Magermilch (Typ Nilac und Typ Alpavit)  mit  einer 
CaCl2-Konzentration von 0,5 g/L und Kesselmilch mit 0,1 g/L CaCl2 verwendet. Verglei-
chend wurden Viskositätsmessungen mittels Kapillarviskosimeter nach Ubbelohde mit 
rekonstituierter  Magermilch  (Typ  Alpavit)  bei  pH  6,5  und  31,5  °C  mit  einem 
Enzymeinsatz von 50 IMCU/L durchgeführt (n = 4). Es wurde eine Kapillare vom Typ 
501  10/I  (Durchmesser  0,58  mm)  (Schott  Instruments,  Mainz,  D)  eingesetzt,  die 
während  der  Messung  im  Wasserbad  temperiert  wurde.  Die  Temperaturkontrolle 
erfolgte mittels Thermostat (Haake, Karlsruhe, D). Durch Multiplikation der kinemati-
schen Viskosität mit der Dichte der Milch (1,035 g/cm3), bestimmt mittels Schwingdich-
temessgerät DMA 35 (Anton Paar GmbH, Ostfildern, D), wurde die dynamische Visko-
sität berechnet. 
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3.3.4.2 Oszillierende Messungen
Die Bedingungen für  die Oszillationsrheometrie  wurden praxisbezogen gewählt.  Für 
den Vergleich des Temperatur- und pH-Einflusses auf die Gelbildung mit mikrobiellen 
Gerinnungsenzymen,  Kälberlab  und  FPC-Präparaten  wurden  zwei  verschiedene 
Versuchspläne mit den Faktoren Temperatur (30,0; 31,5; 32,0; 33,0; 34,0 °C), pH (6,4; 
6,5; 6,6) und Calciumchloridkonzentration (0,2; 0,3; 0,5 g/L) erstellt  und die Experi-
mente mindestens in Doppelbestimmungen ausgeführt. Zur Überprüfung der Reprodu-
zierbarkeit wurden ausgewählte Versuche in 5-facher Wiederholung durchgeführt. 
Die Gelbildung wurde mit Hilfe eines spannungsgesteuerten Rheometers AR-G2 unter 
Verwendung der für die Viskositätsbestimmung beschriebenen Doppelspalt-Geometrie 
oder einer Einfachspaltgeometrie mit einem konzentrischen Zylinder (Stator: Innnen-
radius 15 mm, Rotor: Höhe 42 mm; Außenradius 14 mm), sowie einem deformations-
gesteuerten Rheometer ARES RFSIII (TA Instruments, Eschborn, D) mit einer Couette-
Geometrie  (Becherinnendurchmesser:  34  mm;  Zylinderaußendurchmesser:  32  mm, 
Zylinderhöhe:  33,5 mm) verfolgt.  Um eine störungsfreie Gelbildung zu ermöglichen, 
wurde oszillierend mit einer Deformation von 0,001 oder 0,003 und einer Frequenz von 
1 rad/s gearbeitet (Karlsson et al., 2007; Sandra & Dalgleish, 2007). Im Falle des AR-
G2 Rheometers wurde die Temperierung über ein Peltier-Element mit  einer Genau-
igkeit  von  0,1  °C  realisiert,  das  deformationsgesteuerte  Rheometer  wurden  mittels 
Thermostat temperiert.  Als Reaktion der Probe auf die vorgegebene Deformation und 
Frequenz  wurde  das  übertragene  Drehmoment  als  Speichermodul  G'  [Pa]  und  als 
Verlustmodul  G''  [Pa]  ausgedrückt.  Letzteres  repräsentiert  die  viskosen  Anteile  der 
Probe,  G'  stellt  ein  Maß für  die  elastischen Anteile  dar.  Die  während  der  Milchge-
rinnung  ausgebildeten  Bindungen  weisen  hauptsächlich  elastischen  Charakter  auf, 
weshalb die Gelfestigkeit mit G' gleichgesetzt wurde. Das Verhältnis aus G''/G' wird als 
Verlustfaktor tan δ [-] bezeichnet. Aus den resultierenden Gelbildungskurven folgende 
Kennwerte definiert: Für die dargestellten Ergebnisse gilt als Gerinnungszeit tg [s] jener 
Zeitpunkt, zu dem G' 1 Pa erreicht und eine deutliche Unterscheidung zum instrumen-
tellen Rauschen gegeben ist (Horne, 1998). Demgegenüber wird die Gelbildung oft als 
der  Punkt  definiert,  an dem der  Speichermodul  G'  den Wert  vom Verlustmodul  G'' 
annimmt (tan δ = 1). Aufgrund der verschieden empfindlichen Messgeräte kann dieser 
Punkt für Milchgele nicht in jedem Fall mit hinreichender Genauigkeit bestimmt werden 
(Horne & Banks, 2004). Die Gelfestigkeit nach 40 min G'40 [Pa] entspricht der maximal 
üblichen Dicklegungszeit bei der Käseherstellung. Die Gelbildungsrate dG'/dt [mPa/s] 
wurde aus dem Anfangsanstieg der Gelbildungskurve zwischen 1 und 5 Pa ermittelt 
und stellt ein Maß für die Aggregationskräfte im Milchgel dar. Die Zeiten t5 bzw. t20 [s] 
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bis zum Erreichen einer Gelfestigkeit von 5 bzw. 20 Pa repräsentieren den Zeitpunkt 
des Bruchschneidens bei der Käseherstellung. Diese Parameter wurden bei manuellen 
Schneidversuchen  durch  ausgebildete  Käser  mit  Kesselmilch  und   Magermilch 
festgelegt. 
3.3.5 Farbmessung
Für die Farbmessungen kam rekonstituierte Magermilch vom Typ Alpavit mit 0,5 g/L 
CaCl2 zum Einsatz, der bei 32 °C und pH 6,5 40 IMCU/L Enzym zugesetzt wurden. 
Jeweils  5  mL Milch  wurden  daraufhin  in  vortemperierte Glasküvetten überführt,  die 
während der Gelbildung im Wärmeschrank temperiert wurden. Im Abstand von 3 min 
erfolgte eine Messung am Farbmessgerät LUCI 100 (Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin, 
D),  so  dass  eine  diskrete  Messreihe  über  eine  Dauer  von  42  min  aufgenommen 
werden konnte.  Die  Bestimmung der Normalfarbwerte erfolgte als  10°-Normalbeob-
achter (Lichtquelle D65) in Doppelbestimmung. Aus den ermittelten Farbwertanteilen 
können mit Hilfe der CIELAB Software entsprechende Parameter wie beispielsweise 
die Helligkeit, Farbwerte oder der Weißgrad Wb abgeleitet werden.
3.3.6 Charakterisierung des ausgebildeten Labgels
3.3.6.1 Penetrationsversuche
Nach einer Gelbildungszeit von 40 min mit 50 IMCU/L wurde das Labgel aus rekonsti-
tuierter  Magermilch  (Typ Alpavit)  mit  Hilfe  von Penetrationsversuchen  (RSA III,  TA 
Instruments, Eschborn, D) auf sein Verhalten bei großen Deformationen untersucht. 
Die Gelbildung erfolgte im Wärmeschrank bei verschiedenen Versuchstemperaturen 
(30,0; 31,5; 33,0 °C jeweils bei pH 6,5 und 6,6). Ein zylindrischer Prüfkörper (Durch-
messer: 25 mm, Höhe: 10 mm) drang mit einer Geschwindigkeit von 0,5 mm/s in das 
Labgel ein. Die Kraft, welche die Probe der eindringenden Geometrie entgegensetzt, 
wurde in Bezug zur Eindringtiefe gesetzt (n = 5).  Als  Kennwerte dienten dabei  der 
Kraftanstieg [mN/mm] zu bei einer Eindringtiefe bis etwa 1 mm, sowie das Kraftma-
ximum  [mN]  unmittelbar  an  dem  Punkt,  an  dem  die  beginnende  Zerstörung  des 
Milchgels registriert wurde.
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3.3.6.2 Empirischer Schneidzeitpunkt
Der  Zeitpunkt  an  dem  die  Schneidfestigkeit  des  Milchgels  während  der  Käseher-
stellung  erreicht  ist,  wird  in  der  Praxis  empirisch  durch  den  Käser  ermittelt.  Die 
Kenntnis der Charakteristik der Milchgele zu diesem Zeitpunkt ist von entscheidender 
Bedeutung, weshalb die empirische Methode mit rheologischen Oszillationsversuchen 
kombiniert  wurde. Die Bestimmung des Schneidzeitpunktes erfolgte durch geschulte 
Käser an der Bundesanstalt für Alpenländische Milchwirtschaft (BAM) Rotholz. Das Gel 
wird  während  der  Untersuchung  mit  einem  Schnitt  zerteilt  und  die  Schnittkanten 
hinsichtlich  ihrer  Beschaffenheit  beurteilt.  Eine glatte Schnittfläche,  die  unter  Defor-
mation  nicht  zerfällt,  stellt  das  Kriterium für  die  Schnittfestigkeit  des  Gels  dar.  Als 
Substrat kam einerseits Magermilch (Typ Alpavit) (n = 4), die nach IDF 157 (FIL/IDF, 
2007)  hergestellt  wurde und  andererseits  Kesselmilch  (n  =  2)  aus  der  laufenden 
Produktion der BAM Rotholz mit einem Fettgehalt von 31,5 g/kg (bestimmt an der BAM 
Rotholz  nach  Gerber)  und  Zugabe  von  0,1  g/L  CaCl2 zum Einsatz.  Die  Versuche 
erfolgten in Käsewannen im fünf Liter Maßstab bei pH 6,5 und 31,5 °C mit BioRen® 
Classic 80L150 (50 IMCU/L Milch).
3.3.6.3 Molkenlässigkeit
Zur  Untersuchung der  Molkenlässigkeit  der  Labgele  gelangten zwei  Methoden zum 
Einsatz. Die Bildung der Milchgele erfolgte jeweils aus rekonstituierter Magermilch (Typ 
Alpavit) bei pH 6,5 und 31,5 °C mit 50 IMCU/L. Zum Einen wurde die Molkenabgabe 
durch Zentrifugation erzwungen, bei der die vorherige Gelbildung für 40, 60 oder 140 
min  im  Zentrifugenröhrchen  erfolgte.  Dabei  wurden  die  Enzyme  BioRen® Classic 
80L150  und  Fromase® 220XL  eingesetzt.  Die  Temperierung  wurde  im  Wasserbad 
realisiert. Nach Kühlung der Proben in Eiswasser für 10 min wurde bei  6 °C mit 1000 g 
für 20 min zentrifugiert. Nach Abzug der Molke berechnete sich die Molkenlässigkeit M 
[%] wie folgt:
M = (m2 – m1)/(m2 – m0) x 100 (3.1)
m2 [g] Masse des gefüllten Röhrchens
m1 [g] Masse des Röhrchens nach Molkenabzug
m0 [g] Masse des leeren Röhrchens
Zum Zweiten diente die Methode nach Büeler et al. (1997) zur Ermittlung der Molken-
abgabe  über  der  Zeit.  Neben  den  mittels  Zentrifugationsmethode  untersuchten 
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Enzymen wurde  zusätzlich  Chy-Max® eingesetzt.  Das Gel  wurde  in  einem zylindri-
schen Glasröhrchen (Innendurchmesser: 9 mm, Länge: 12 mm) gebildet und in eine 
Halbmikro-Küvette (10 mm) eingebracht, in der sich eine vortemperierte Lösung von 
Dextranblau  (0,1  % (w/w))  in  synthetischem Milchultrafiltrat  nach Jeness  & Koops, 
(1962) befand.  Die Änderung der Extinktion  durch ausgetretene Molke erlaubte die 
Berechnung des relativen Gallertenvolumens bezogen auf das Ausgangsvolumen (n = 
8). Die Extinktion der Probelösung wurde bei 618 nm und 469 nm gemessen, wobei 
letztere Wellenlänge zur Hintergrundkorrektur diente. Zwischen den Messungen wurde 
die Küvette im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, D) auf 31,5 °C temperiert und mit 
350 U/min geschüttelt. 
3.3.7 Bestimmung der unspezifischen proteolytischen Aktivität
Die  Untersuchungen  zur   unspezifischen  proteolytischen  Aktivität  erfolgten  für  eine 
breite  Auswahl  an Gerinnungsenzymen der Gruppen Kälberlab (BC, BP,  NT),  FPC 
(MA, CC, CM) und mikrobielles Substitut (F2, F7, FG, HN, ML, CX).
3.3.7.1 Hydrolyseprodukte in Milch mittels Fluoreszenzspektroskopie
Als Substrat diente rekonstituierte und konservierte Magermilch nach IDF 157 (FIL/IDF, 
2007). Für die Bestimmungen wurden Probevolumina von 15 mL auf 32 °C temperiert 
und das Gerinnungsenzym mit 30 IMCU/L zugegeben. In einem weiteren Ansatz wurde 
die Enzymmenge für ein Kälberlab und ein mikrobielles Gerinnungsenzym von 30 bis 
180 IMCU/L variiert. Für jedes Enzym wurde nach 1 h, 3 h und 24 h Inkubationszeit 
eine  Probe  entnommen  und  mittels  Zahnkranzdispergiergerät  (IKA,  Deutschland) 
dispergiert  und  mit  Trichloressigsäure  (TCA)  in  einer  Endkonzentration  von  12  % 
versetzt.  Dieses  Vorgehen  wird  allgemein  zur  Bestimmung des  Nicht-Protein-Stick-
stoffs (NPN) angewendet, wobei Peptide mit einer Länge von bis zu 12 Aminosäuren 
sowie freie Aminosäuren erfasst werden (Matissek et al., 2006). Nach Filtration durch 
ein  Faltenfilter  602 H ½ erfolgte die Neutralisation  mit  1  mol/L NaOH. 150 µL des 
neutralisierten  Filtrates  wurden  mit  1,35  mL eines  50  mmol/L  Boratpuffers  pH  9,5 
gemischt und 0,5 mL Fluorescaminreagenz aus 0,1 g/L Fluorescamine (Sigma Aldrich, 
D)  in  Aceton zugegeben.  Durch das Reagenz werden  unter  den gewählten  Bedin-
gungen α- und ε-Aminogruppen detektiert (Undenfriend et al.,  1972). Um die Beein-
trächtigung der Messung durch Luftbläschen auszuschließen, wurde die Fluoreszenze-
mission 50 s nach der Reagenzzugabe bei 475 nm nach Anregung bei 390 nm mittels 
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Fluoreszenzspektrophotometer  F-4500  (Hitachi,  High-Technologies  Europe  GmbH, 
Mannheim,  D)  gemessen.  Die  Kalibrierung  des  Fluoreszenzsignals  erfolgte  mit  L-
Alanin und wurde als Alaninäquivalente ausgedrückt.
3.3.7.2 Hydrolyse von Casein
Für diese Untersuchungen wurden Vollcaseinlösungen (3 % (w/w))  mit  100 IMCU/L 
und Lösungen von α-, β- und κ-Casein (1 % (w/w)) mit jeweils 30 IMCU/L der Gerin-
nungsenzyme inkubiert, um eine verstärkte Hydrolyse in verkürzter Zeit zu erreichen. 
Die Temperierung erfolgte im Wasserbad auf  32 °C für 72 h. Nach 24, 48 und 72 h 
wurde jeweils  Probe entnommen,  sofort  1:1 mit  9  mol/L Harnstoff  versetzt  und tief 
gefroren. Für die κ-Caseinlösung erfolgten zusätzliche Probennahmen nach  30 und 
60 min Inkubationszeit. Alle Ansätze wurden als Doppelbestimmung ausgeführt.
Die  Untersuchung  des  Caseinabbaus  erfolgte  elektrophoretisch  mittels  SDS-PAGE. 
Dem Probenpuffer wurde dabei 1,7 g/L L-Dithiotreitol zugesetzt, um eine Reduzierung 
enthaltener Disulfidbrückenbindungen zu erreichen. Nach Homogenisieren wurden die 
Proben für 4 min im kochenden Wasserbad erhitzt.
3.4 Untersuchungen zur Käseausbeute
3.4.1 Käseausbeute im Labormaßstab
In einem CAL 10 Laborfertiger (Pierre Guerin, Mauze, F) wurden in 4 Wiederholungen 
pro Gerinnungsenzym jeweils 7 kg Milch mit 0,1 g CaCl2/kg verkäst. Als Substrat diente 
frische  Kesselmilch  aus  der  laufenden  Produktion  einer  lokalen  Molkerei  (Hein-
richsthaler Milchwerke, Radeberg, D). Zur Dicklegung bei pH 6,5 und 31,5 °C wurden 
40 IMCU/L Kälberlab (BioRen® Classic 80L150) bzw. mikrobielles Substitut (Fromase® 
220XL) eingesetzt  und der Schneidzeitpunkt  an die Dicklegungscharakteristik  ange-
passt. Das Schneiden und anschließende Rühren des Bruchs erfolgte nach einem fest-
gelegten  Regime.  Der  Käsebruch  wurde  quantitativ  in  perforierte  Käseformen  mit 
einem  Durchmesser  von  20  cm  überführt.  Nach  moderatem  Pressen  mit  einem 
Gewicht von 5 kg, entsprechend einem Druck von 1,56 kN/m2 für 24 h wurde der Käse-
bruch halbiert und eine Scheibe aus der Mitte zur Bestimmung von Bruchmasse und 
-trockenmasse  homogenisiert.  Ergänzend  wurden  Käsungsversuche  unter  Einsatz 
handelsüblicher ESL-Milch (n = 7 je Enzym) und rekonstituierter Magermilch vom Typ 
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Alpavit (n = 10 je Enzym) nach gleichem Schema durchgeführt. Die ESL-Milch wies 
dabei einen Fettgehalt von 35 g/kg und einen CaCl2-Zusatz von 0,1 g/kg auf.
3.4.2 Käseausbeute im Pilotmaßstab
Für die kleintechnischen Experimente stand der 500 L Fertiger (Bertsch Nahrungsmit-
teltechnik GmbH & Co KG, Bludenz, AT) der Heinrichsthaler Milchwerke (Radeberg, D) 
zur Verfügung.  In einer studentischen Arbeit (Seitler, 2008) wurden zuvor die Bedin-
gungen  ermittelt,  unter  denen  die  Produktion  von  Käse,  den  Anforderungen  der 
Standardproduktion entsprechend,  ermöglicht  wird. Nach Einlaufen der volumetrisch 
erfassten Kesselmilch (450 L pro Ansatz) erfolgte die Zugabe von 0,1 g/L CaCl2 sowie 
710 mL/100 L Säurewecker der hauseigenen Kultur und 1 g/100 L Starterkultur L100 
(CSK Food Enrichment, Leeuwarden, NL). Nach Absinken des pH auf 6,5 wurde zur 
Gewährleistung eines Schneidzeitpunktes von 23 - 25 min mit 44,5 IMCU/L mikrobi-
ellem Gerinnungsenzym (Fromase® 750XLG, n = 3) bzw. mit 38,5 IMCU/L Kälberlab 
(BioRen® Classic 80L150, n = 3) bei 31,5 °C dickgelegt. An einem Versuchstag wurden 
dabei mit derselben Milch je ein Ansatz mit Kälberlab und ein Ansatz mit mikrobiellem 
Gerinnungsenzym in randomisierter Reihenfolge verkäst, um die Vergleichbarkeit der 
Ergebnisse  zu  ermöglichen.  Auf  Schneiden  und  Waschen  des  Bruchs  folgte  ein 
Nachwärmen bei 33 °C. In Anlehnung an die Standardschnittkäseproduktion betrug die 
Zeit  von der Zugabe des Gerinnungsenzyms bis zum Ablassen des Bruchs 90 min. 
Nach  dem  Molkenablauf  aus  der  Vorpresswanne  wurde  der  Bruch  in  Euroblock-
Formen verbracht, gepresst und nach dem Salzbad in Reifungsfolie eingeschweißt und 
gewogen. Während der Reifung erfolgte die Beprobung der Käse über den Zeitraum 
von 12 Wochen. Die Probennahme wurde in Intervallen von 4 Wochen realisiert, wobei 
jeweils ein Teil eines Käseblockes entnommen wurde. Die Probe wurde anschließend 
für die analytischen Untersuchungen ohne Entfernung des Randteils homogenisiert.
3.4.3 Käseausbeute im Industriemaßstab
3.4.3.1 Weichkäse - Camembert 
Für die Käsungsversuche im gewerblichem Maßstab wurde die Standardproduktion der 
Feinkäserei Zimmermann (Falkenhain, D) an einem Tag begleitet. Dabei wurden 12 
Käsewannen mit jeweils 372 L Kesselmilch (4,3 % Fett, 3,2 % Rohprotein) je 6 mal mit 
Kälberlab bzw. mikrobiellem Substitut im Wechsel unter regulären Produktionsbedin-
19              Material und Methoden
gungen dickgelegt. Bei einer Gerinnungstemperatur von 33,5 °C wurden 48 IMCU/L 
Fromase® 750XLG  und  38  IMCU/L  BioRen® Classic  80L150  eingesetzt,  um  eine 
vergleichbare Schneidzeit zu gewährleisten. Nach dem Rühren des Bruch-Molke-Ge-
misches  erfolgte  die  Abfüllung  des  Wanneninhalts  in  6  Formblöcke  mit  je  28 
Rundformen. Nach dem Salzbad wurden die Käse auf Reifungshorden gestapelt und 
danach bereits je 10 Käse einer Wanne mit mikrobiellen Gerinnungsenzym und einer 
Wanne mit Kälberlab entnommen, um die erzielte Trockenmasse zu überprüfen. Die 
Käse dieser beiden Wannen wurden in der Ausbeuteberechnung nicht berücksichtigt. 
Nach der betriebsüblichen Reifung (10 Tage), unmittelbar vor dem Verpacken, wurden 
alle Käse gewogen. Von den Horden wurden gleichzeitig Käse per Zufallsgenerator für 
die Trockenmassebestimmung ausgewählt.
3.4.3.2 Schnittkäse - Gouda
Im großtechnischen Maßstab wurden je 51000 L Milch über 3 Tetra Tebel - Fertiger 
(TetraPak GmbH & Co KG, Hochheim, D; Beschickungsmenge je 17000 L) nachein-
ander im Molkereibetrieb der  Heinrichsthaler Milchwerke (Radeberg, D) verkäst. Die 
Zugabe von 43 IMCU/L mikrobiellem Gerinnungsenzym (Fromase® 750XLG) bzw. 38 
IMCU/L  Kälberlab  (BioRen® Classic  80L150)  entsprach  der  vorgegebenen  Dickle-
gungszeit von 23 ± 1 min. An das Waschen des Bruchs schloss sich das Vorpressen 
und Ausformen über eine Tetra Tebel SC6 Casomatic an. Nach dem Salzbad wurden 
die Käse automatisch gewogen. Je Fertiger wurden in annähernd gleichen Intervallen 6 
Käseblöcke zur Bestimmung der Trockenmasse beprobt. Nach dem Einschweißen in 
Reifungsfolie  erfolgte  die  Käsereifung  im  Reifungsraum  der  Käserei,  wobei  der 
Reifungsverlauf der einzelnen Chargen im Abstand von 4 Wochen nach Probennahme 
mittels sensorischer und chemischer Methoden untersucht wurde.
3.4.4 Untersuchungsmethoden für die Käseausbeute
Als Standardmethoden zur Untersuchung von Trockenmasse, Rohprotein in Käse und 
Molke sowie Nicht-Protein-Stickstoff  (NPN) in  Käse und Molke kamen die Trocken-
schrankmethode nach Verreiben mit Seesand IDF 4A (FIL/IDF, 1982) und die Protein-
bestimmung  nach  Kjeldahl  IDF  20-1  (FIL/IDF,  2001)  zum  Einsatz.  Auf  Grundlage 
dieser  Ergebnisse  erfolgte  in  Zusammenhang  mit  der  ermittelten  Masse  von 
Käsebruch,  Käse und Molke die Kalkulation  der Ausbeute an Käsetrockensubstanz 
und Protein. Eine detaillierte Darstellung der Berechnungen findet sich in Jacob et al. 
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(2010b; Anhang 2). 
Zusätzlich wurden die niedermolekularen Proteinabbauprodukte in Molke nach Fällung 
mit 12 % TCA fluorimetrisch quantifiziert. Der Abbau der Caseine während der Reifung 
wurde mittels  SDS-PAGE verfolgt.  Für die Probenvorbereitung wurde der Käse mit 
10 % (w/v)  in  6  mol/L  Harnstoff  gelöst.  Nach  Zugabe  von Probenpuffer  wurde  mit 
1,7 g/L L-Dithiotreitol  für 4 min im kochenden Wasserbad eine Reduktion der Disul-
fidbrücken erreicht. 
Die sensorische Analyse der Schnittkäse erfolgte nach einer Reifungszeit von 4, 8 und 
12 Wochen, wobei sowohl der Schnittkäse aus den Versuchen im Pilot- als auch im 
industriellen Maßstab untersucht wurde. Die Detektion potenzieller Unterschiede in der 
Bitterkeit  erfolgte dabei  als  paarweise Differenzprüfung (EN ISO 5495:2007)  mit  11 
Grundlagen geschulten Prüfern. Für die sensorische Analyse des Camemberts wurde 
dieser nach einer Lagerzeit  von 2 Wochen und 8 Wochen (am Mindesthaltbarkeits-
datum) als Differenzprüfung mit verkleinertem Prüferpanel getestet.
3.5 Statistische Auswertung
Für die statistische Auswertung der Käsungsversuche sowie aller weiteren Untersu-
chungen  wurde  die  SAS  Learning  Edition  4.1  (SAS  Institute,  Cary,  USA),  oder 
SigmaXL® Version  6.0  (SigmaXL,  Toronto,  CA) genutzt.  Für  die  Untersuchung  der 
Abhängigkeit  zweier  Datengruppen  von  einer  Variable  erfolgte  eine  einfaktorielle 
ANOVA bzw.  ein  t-Test.  Der  Einfluss  zweier  Variablen  wie  beispielsweise  pH und 
Temperatur auf zwei Datengruppen wurde mittels zweifaktorieller ANOVA und nachfol-
gendem multiplen Mittelwertvergleich überprüft. 
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Reinheit und Aktivität der Gerinnungsenzyme
4.1.1 Chymosinbasierte Präparate bovinen Ursprungs
Die Methode von Panari et al. (1990) lässt bei der chromatographischen Untersuchung 
boviner  Gerinnungsenzyme  die  Separation  der  genetischen  Variationen  des 
Chymosins sowie die Auftrennung von 4 Variationen des Pepsins zu. Weiterhin ermög-
licht diese Methode eine Identifizierung des genetischen Typs von bovinen FPC-Präpa-
raten anhand von Vergleichsproben bekannten Typs. Für die untersuchten FPC-Prä-
parate  Maxiren® und  Chy-Max® wurde  im  Vergleich  zu  Naturlab,  welches  beide 
genetische  Varianten  enthält,  Chymosin  vom  Typ  B  in  reiner  Form identifiziert.  In 
Abbildung 4.1 wurde auf die Darstellung von Chy-Max® verzichtet, da dieses ein zu 
MaxiRen® identisches Chromatogramm aufwies.
Die Naturlabpräparate wiesen Unterschiede im Chymosin-Pepsinverhältnis  sowie im 
Gehalt der Chymosinvarianten auf, welche unter den gewählten Bedingungen in der 
Reihenfolge C, B, A eluieren. Bei einer Retentionszeit von 6 - 7 min wurde zusätzlich 
das inaktive Abbauprodukt A' detektiert. Die Zuordnung der Chymosinvarianten zu den 
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Abbildung 4.1: HPLC-Chromatogramme von ausgewählten Kälberlabpräparaten, bovinem 
FPC und Chymosin-Referenzenzym, Kennzeichnung der Präparate durch Abkürzungen 
(Tabelle 3.1), Chymosinvarianten durch Buchstaben, Pepsinvarianten durch Zahlen
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einzelnen Peaks im Chromatogramm beruht auf Studien von Rampilli et al. (2005). Der 
relative  Anteil  von  Chymosin  B  an  der  Gesamtmenge  variiert  in  den  untersuchten 
Präparaten zwischen 48,2 ± 2,2 % (BC) und 64,6 ± 2,5 % (NT) und steht im Einklang 
mit  Ergebnissen  vergangener  Studien  (Rampilli  et  al.,  1992).  Tabelle  4.1 gibt  den 
Anteil  der  für  Variante  B detektierten Peakflächen  wieder,  wobei  in  die  Kalkulation 
lediglich  die  Flächen  von  Variante  A  und  B,  nicht  jedoch  C  einbezogen  wurden. 
Zwischen  zwei  Produktionschargen  kann  das  Verhältnis  der  Chymosinvarianten 
aufgrund des eingesetzten Rohmaterials variieren. Für BP wurden beispielsweise 57 
und 60 % Chymosin B für zwei verschiedene Chargen detektiert. Die Variationen sind 
dabei  auf  die  Herkunft  und  Rasse der  Kälber  zurückzuführen.  In  den  Studien  von 
Rampilli et al. (2005) wurden beispielsweise besonders hohe Anteile der genetischen 
Variante B in Mägen aus Dänemark (69 %), Neuseeland (64 %) und Australien (62 %) 
ermittelt. 
Chymosin A weist gegenüber Chymosin B eine höheren Milchgerinnungsaktivität auf, 
während  der  Lagerung  erfolgt  jedoch  ein  autokatalytischer  Abbau  zu  Chymosin  A' 
(Harboe  & Budtz,  1999;  Rampilli  et  al.,  2005).  Der  größte Anteil  dieses Abbaupro-
duktes wurde in Naturen® und im Chymosin-Referenzenzym detektiert. Der Gehalt an 
Chymosin C variiert  ebenso wie  der von Chymosin  A und B,  wobei  ein natürlicher 
Anteil von durchschnittlich 8 % gegeben ist (Rampilli et al., 2005). In dieser Untersu-
chung  wurden  Anteile  von  3  %  in  Carlina®,  bis  zu  10  %  in  Naturen® ermittelt. 
Chymosin C steht  aufgrund  seiner  etwa  20  % höheren  Milchgerinnungsaktivität  im 
Vergleich zu Chymosin B im Mittelpunkt aktueller Forschungsarbeiten zur Herstellung 
von FPC-Präparaten (Harboe et al., 2005). 
Die  Eignung  einer  chromatographischen  Separation  der  Chymosinvarianten  zum 
Nachweis einer Beimischung von FPC zu Kälberlab wurde bereits in früheren Studien 
untersucht (Rampilli et al., 1992). Die Verschiebung der Peakflächenanteile stellt dabei 
ein Indiz für die Zugabe von Chymosin eines Typs (heute fast ausschließlich B) dar. 
Dies  ist  auch  heute  auf  Grund  der  geringen  Akzeptanz  europäischer  Verbraucher 
gegenüber  gentechnischer  Methoden  in  der  Lebensmittelherstellung  von  größter 
Bedeutung (Grunert et al.,  2001). Durch die natürliche Inhomogenität des Chymosin 
A/B Verhältnisses ist jedoch ein Nachweis einer Beimischung von FPC zu Kälberlab 
mit  dieser  Methode  nur  bei  sehr  hohen  FPC-Mengen  möglich  und  muss  für  eine 
sichere Aussage mit massenspektrometrischen Methoden ergänzt werden (Lilla et al., 
2005). Die  Überprüfung ist für die Käsereipraxis jedoch möglicherweise von unterge-
ordneter Bedeutung, da die Anwendung von FPC nicht deklariert werden muss. 
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Die HPLC-Analytik bietet zusätzlich die Möglichkeit der Abschätzung der im Kälberlab 
enthaltenen Pepsinmenge. Der relative Anteil der Gerinnungsaktivität des Pepsins (Y) 
an der Gesamtaktivität kann aus der detektierten Pepsinpeakfläche (X) als Anteil an 
der  Gesamtpeakfläche  kalkuliert  werden.  Die  berechneten  Ergebnisse  zeigten  eine 
hohe  Übereinstimmung (R > 0,99)  mit  der  nach der  Standardmethode  bestimmten 
Pepsinaktivität (Cortellino et al., 2008):
Y = 0,0001X3 – 0,0059X2 + 0,5071X – 0,0958 (4.1)
Tabelle 4.1 gibt die Ergebnisse der Anwendung von Gleichung 4.1 auf die ermittelten 
Peakflächen wieder. Im Vergleich zur Herstellerangabe ergaben sich zum Teil starke 
Differenzen. Für Naturen® wurde beispielsweise nur eine geringe Pepsinaktivität kalku-
liert,  was  auf  eine  chromatographische  Aufreinigung  dieses  Präparates  hindeutet. 
Vergleichbare Resultate lieferte die Analyse des Chymosin-Referenzenzyms, welches 
für  eine  möglichst  hohe  Reinheit  vermutlich  ebenfalls  chromatographisch  gereinigt 
wurde.
Das Peakverhältnis der verschieden phosphorylierten Formen des Pepsins (Pepsin1 + 
Pepsin2)/(Pepsin3  +  Pepsin4)  verschiebt  sich  während  der  Alterung  von >  1  beim 
jungen Kalb zu < 1 beim älteren Rind (Tabelle 4.1). Präparate mit einem natürlichen 
Gehalt an Chymosin von mehr als 75 % werden als Kälberlab bezeichnet und weisen 
stets ein Peakverhältnis von > 1 auf (Rampilli et al., 2005). Alle untersuchten Naturlab-
präparate erfüllten dieses Kriterium. 
Die  Elektrophorese  der  Kälberlabpräparate  lieferte  zusätzliche  Informationen  über 
deren Zusammensetzung. So zeigte sich im Gegensatz zum FPC eine Doppelbande 
Tabelle 4.1: Relative Peakfläche von Chymosin B, deklarierte und mit HPLC ermittelte relative 
Pepsinaktivität im Naturlabpräparat (n = 2; BC, BP n = 7) sowie das Peakverhältnis der Summe 
aus den Pepsinvarianten 1 und 2 zur Summe aus 3 und 4
Naturlab rel. Peakfläche Deklarierte rel. Berechnete rel. Peakverhältnis
Chymosin B [%] Pepsinaktivität [%] Pepsinaktivität [%] Pepsinvarianten
(1+2)/(3+4)
BC 48,2 20
BP 59,1 5
NT 64,6 20
KA 43,8 10
CA 50,6 10
CRef 49,7 < 2 1,8 ± 0,2
21,9 ± 2,1 1,77 ± 0,07
8,0 ± 0,9 1,03 ± 0,01
1,4 ± 0,3 2,40 ± 0,35
17,7 ± 1,5 1,25 ± 0,09
7,7 ± 0,7 1,62 ± 0,07
1,33 ± 0,20
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des Chymosins im Kälberlab, für welche eine Größe von ca. 33 und 35 kDa ermittelt 
wurde (Abbildung 4.2). Diese Banden sind vermutlich auf zwei verschiedene Formen 
mit  unterschiedlichen  N-terminalen  Enden  zurückzuführen,  wobei  eine  der  beiden 
Formen um drei Aminosäurereste verlängert ist. Diese Variation tritt für Chymosin A 
und B gleichermaßen auf (Lilla et al., 2001). Der geringe Größenunterschied von 90 
kDa zwischen Chymosin A und B lässt deren Separation mittels Elektrophorese nicht 
zu.
Die Präparate wiesen eine sehr unterschiedliche Anzahl und Menge an Nebenkompo-
nenten auf, von denen nicht alle identifiziert werden konnten. Im Bereich von 64 kDa 
befindet sich eine Bande, welche dem Rinderserumalbumin zuzuweisen ist (Belitz et 
al., 2001). Für Pepsin konnte keine zweifelsfreie Bandenzuordnung getroffen werden, 
da die Molmasse dieses Enzyms mit  34,75 kDa (Lilla  et  al.,  2001) in unmittelbarer 
Nähe einer Teilbande des Chymosins zu erwarten war. Die Elektropherogramme des 
Pepsin-Referenzenzyms und eines Rinderlabs mit 60 % Pepsinanteil deuteten jedoch 
auf eine Detektion des Protein bei ca. 30 kDa hin. Der elektrophoretische Vergleich mit 
einer Pepsin-Probe, die während der HPLC-Analytik aus Kälberlab fraktioniert wurde 
(nicht dargestellt), unterstützt die Vermutung.
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Abbildung 4.2: Elektropherogramme von Kälberlabpräparaten. 1: Proteinmarker, 2: NT, 3: CA, 
4: KA, 5: BP, 6: PRef, 7: CRef, 8: BC, 9: Rinderlab mit 60 % Pepsinanteil, 10: Proteinmarker
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Die  meisten Naturlabpräparate zeigen zusätzlich  eine stark ausgeprägte Bande mit 
einer  Molmasse  von  ca.  10  kDa,  die  in  Präparaten  mit  einem hohen  Pepsinanteil 
deutlicher hervor tritt. Im Elektropherogramm der Pepsin-Fraktion aus der HPLC wurde 
sie jedoch nicht detektiert.
Das nahezu nebenbandenfreie Elektropherogramm von Naturen® gibt einen weiteren 
Hinweis auf ein chromatographisches Aufreinigungsverfahren des Enzymextraktes im 
Verlaufe der Herstellung. Chymosin und Pepsin lassen sich aus dem Extrakt mit Hilfe 
von  Anionenaustauschharzen  separieren  und  anschließend  in  beliebigen  Anteilen 
wieder zusammenfügen. Dabei scheint es möglich, Naturlabpräparate mit hohem Anteil 
an Chymosin auch aus dem Rohextrakt von Mägen älterer Kälber zu gewinnen, mögli-
cherweise stehen diesem Fakt jedoch die Kosten für die Gewinnung des Rohextraktes 
entgegen. Je älter die Kälber sind, umso geringer ist der Anteil und damit die Ausbeute 
an Chymosin. 
4.1.2 Kamelbasiertes FPC
Die Proteine im Präparat  Chy-Max® M zeigten im Vergleich  zu bovinem Chymosin 
während  der  HPLC  ein  geringeres  Wechselwirkungspotential  mit  der  stationären 
Phase, woraus sich eine verkürzte Retentionszeiten ergab. Aufgrund von Alterungsvor-
gängen des Säulenmaterials ließ sich im Laufe der Verwendung eine weitere Verrin-
gerung der Elutionszeit beobachten, was die Reduktion der Ionenstärke der Anfangs-
bedingungen  in  Verbindung  mit  einer  Anpassung  des  Gradienten  erforderte.  Eine 
vollständige  Trennung  der  Einzelproteine  konnte  mit  dem  System  dennoch  nicht 
erreicht werden, weil die Erhöhung der Trennleistung durch einen langsameren Anstieg 
des  Gradienten  mit  einer  deutlichen  Peakverbreiterung  einher  geht.  Nach  der 
Separation  der einzelnen Fraktionen (Abbildung 4.3) wurde für Fraktion 1 während 
einer Inkubationszeit von 8 h keine Gerinnungsaktivität und keine unspezifische proteo-
lytische  Aktivität  detektiert.  Da  die  elektrophoretische Analyse  dieser  Fraktion  auch 
keine Banden zeigte,  war  von proteinfreien Nebenkomponenten,  wie  beispielsweise 
kurzkettigen Peptiden, auszugehen. Die Zugabe aller weiterer Fraktionen zu rekonstitu-
ierter Magermilch führte zur Gelbildung und die unspezifische proteolytische Aktivität 
stieg in der Reihenfolge Fraktion 4 < Fraktion 3 < Fraktion 2 an. Das Verhältnis der mit 
Fluorescamin detektierten Alaninäquivalente betrug nach 24 h Inkubation von rekonsti-
tuierter Magermilch für die Fraktionen 4 : 3 : 2 = 0,6 : 0,9 : 1,0. 
Die  elektrophoretische  Untersuchung  des  Ausgangspräparates  und  der  Fraktionen 
zeigte, dass die Bandenverteilung der bereits publizierten Bandenverteilung entspricht 
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(Kappeler et al., 2006) (Abbildung 4.3). Die in den Fraktionen enthaltenen Proteine 
wurden den Einzelbanden des Enzyms zugeordnet. Mit etwa 42 kDa wies das Protein 
der Fraktion 2 die größte Molmasse der drei vermutlich unterschiedlich glycosylierten 
Formen des Enzyms auf. Für die weiteren Formen wurde eine Größe von 37 und 36 
kDa ermittelt, wobei der Mittelwert dem in der Literatur angegebenen Wert von 40 kDa 
entspricht (Bansal et al., 2009). Das Protein der Fraktion 3, welches auch gleichzeitig 
in Fraktion 4 detektiert wurde, wies eine Molmasse von 37 kDa auf. Die mittels Elektro-
phorese  als  quantitativ  schwächste  und  gleichzeitig  als  die  mit  der  geringsten 
Molmasse  eingestufte  Bande  eluierte  im HPLC-Chromatogramm in  Fraktion  4.  Die 
Detektion  des  Proteins  mit  einer  Größe  von  36  kDa erfolgte  mittels  Silberfärbung. 
Diese gegenüber  einer  Coomassiefärbung  100-fach sensitivere  Methode ermöglicht 
die Visualisierung von Minorkomponenten, die mittels Blaufärbung zu schwach detek-
tiert werden und ließ für das kamelbasierte FPC-Präparat weitere Minorkomponenten 
erkennen.  Die  Abschätzung  der  Grenze  der  Fraktionen  orientierte  sich  an  der 
Detektion der einzelnen Peaks, woraus verschiedene Eluatmengen in den Fraktionen 
resultierten.  Aufgrund  der  unterschiedlichen  Verdünnung  der  enthaltenen  Proteine 
entsprechen  die  Bandenverhältnisse  nach  der  Fraktionierung  nicht  denen  des 
Ausgangspräparates. 
2      3       4       CM     4S 
UV 220 nm
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Abbildung 4.3: HPLC-Chromatogramm von Chy-Max® M mit Kennzeichnung der nach der 
Trennung gesammelten Fraktionen (links) sowie Elektropherogramme der Fraktionen 2, 3, 4 im 
Vergleich zur Ausgangsprobe (CM) nach Coomassieblaufärbung und Fraktion 4 nach Silber-
färbung (4S) (rechts)
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4.1.3 Mikrobielle Gerinnungsenzyme
Alle  untersuchten  Enzympräparate  wurden  durch  Fermentation  von  Rhizomucor  
miehei gewonnenen. Demnach besitzen alle Enzyme dieselbe Hauptfraktion (Fraktion 
2)  mit  gleicher  Retentionszeit,  welche als  proteolytisch aktivstes Protein  identifiziert 
wurde  (Abbildung  4.4).  Bei  Analyse  von  Fromase® 220XL,  Fromase® 750XL  und 
Hannilase® XL eluieren zwei weitere Peaks zwischen 5 - 6 min sowie 6 - 7,5 min, die 
zur  Abschätzung  der  proteolytischen  Aktivität  gemeinsam als  Fraktion  1  behandelt 
wurden. Für Fraktion 1 wurde sowohl eine geringere Milchgerinnungsaktivität als auch 
eine geringer  ausgeprägte  unspezifische  Proteolyse  gegenüber  Fraktion 2 ermittelt. 
Nach  24 h  Inkubationszeit  von  rekonstituierter  Magermilch  mit  den  einzelnen 
Fraktionen  betrug  das  Verhältnis  an  freigesetzten  Alaninäquivalenten  1  :  0,7 
(Fraktion 2 : Fraktion 1).
In  der  elektrophoretischen  Analyse  wies  Fraktion  2  mit  43  ±  0,8  kDa  ein  höheres 
Molekulargewicht im Vergleich zu Daten aus der Literatur von 40,5 kDa auf (Preetha & 
Boobathy,  1994).  Abbildung  4.5 stellt  die  Elektropherogramme  einer  Auswahl  an 
mikrobiellen Gerinnungsenzymen sowie die HPLC-Fraktionen 1 und 2 von Fromase® 
220XL nach Silberfärbung dar. Gleichzeitig mit der deutlicheren Detektion der Minor-
komponenten werden aber auch alle weiteren Banden verstärkt, wodurch die Haupt-
banden zum Teil stark verbreitert  werden, dennoch sind die Unterschiede zwischen 
den  einzelnen  Präparaten  deutlich  erkennbar.  Fromase® 750XLG  wies  neben  dem 
Hauptprotein keine weiteren auf, Milase® 750XQL enthielt geringe Spuren an  Neben-
Abbildung 4.4: HPLC-Chromatogramme ausgewählter mikrobieller Gerinnungsenzyme mit den 
Fraktionen 1 und 2 (A) und detailierte Darstellung der Fraktion 1 (B) 
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komponenten von 22 und 10 kDa. Gegenüber den weiteren mikrobiellen Substituten 
weisen die Ergebnisse auf chromatographische Aufreinigungsmethoden während der 
Herstellung hin. Die deutliche Bandenverbreiterung in der Elektrophorese sowie die im 
HPLC-Chromatogramm beobachtete Schulter  des Hauptproteins in  Milase® 750XQL 
stellt  möglicherweise einen Hinweis auf eine  chemische Modifikationen des Proteins 
nach  der  Gewinnung  dar,  wodurch  die  elektrophoretische  und  chromatographische 
Mobilität eines Teils der Moleküle verändert wird.
Hannilase®  XL und Fromase® 750XL zeigen identische Zusammensetzung. Für beide 
wurden  zwei  Minorkomponenten  mit  einer  Molekülgröße  von  etwa  27 und  23 kDa 
detektiert. CoaX TL wies eine andere Art von Nebenprotein mit einer Molmasse von 
etwa 33 kDa auf.  Über  die Aufreinigungsmethoden von mikrobiellen  Gerinnungsen-
zymen ist  wenig   publiziert.  Es  ist  jedoch  bekannt,  dass die  Enzyme der  früheren 
Generation oft den Rohextrakt der Fermentation darstellten, der lediglich durch Ultrafil-
tration von Verunreinigungen befreit und konzentriert wurde (Harboe & Budtz, 1999). 
Zur Produktion der neuesten Generation an mikrobiellen Enzymen, wie beispielsweise 
Fromase® 750XLG, kommen dagegen chromatographische Methoden zur Aufreinigung 
des Rohextraktes zum Einsatz (www.dsm.com; Zugriff: 10/2010). Die Untersuchungen 
zeigten,  dass  die  Nebenkomponenten mit  dieser  Reinigungsmethode  vollständig 
entfernt wurden.
Abbildung 4.5: Elektropherogramme der HPLC-Fraktionen von F2 (1: Fraktion 1, 2: Fraktion 2) 
im Vergleich zum Ausgangspräparat und weitere mikrobielle Gerinnungsenzyme nach Detektion 
mit Silber: FG, ML, F7, HN, Proteinmarker (M), CX
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4.2 Stabilität von Kälberlab und mikrobiellem Substitut gegen    
physikalische Einflüsse und pH-Änderung
Die  Stabilität  der  Enzympräparate  gegen  pH-Veränderung,  Hitzeeinwirkung,  Scher-
kräfte und Lagerstabilität  bei Raumtemperatur wurde vergleichend für  ein Kälberlab 
(BioRen® 80L150),  ein  mikrobielles  Gerinnungsenzym  (Fromase® 220XL)  sowie  ein 
FPC  (Chy-Max®)  untersucht.  Der  Einsatz  der  unverdünnten  Präparate  bietet  den 
Vorteil,  dass weitere Einflüsse wie  Autolyse,  Instabilität  in geringer Ionenstärke und 
Verdünnungsfehler keine Beachtung finden müssen.
4.2.1 Einfluss des pH des Enzympräparates auf die spezifische Aktivität
Abbildung 4.6 stellt die relative Aktivität über dem pH im Vergleich zum Ausgangs-pH 
der Enzymlösung (= 100 %) dar. Die zur Aktivitätsbestimmung eingesetzte Milch wurde 
dagegen in allen Untersuchungen auf pH 6,5 eingestellt. Chymosinbasierte Präparate 
wiesen nach der Ansäuerung auf pH 2 mit 94 % Restaktivität eine höhere Säurestabi-
lität im Vergleich zum mikrobiellen Gerinnungsenzym auf, für welches bei pH 2 keine 
Restaktivität detektiert wurde.
Bovines FPC zeigte im Vergleich zu Kälberlab eine identische Stabilitätscharakteristik. 
Unter  alkalischen  Bedingungen  (≥ pH 8)  wurde  sowohl  für  Chymosin  als  auch für 
mikrobielles  Substitut  mit  steigendem pH ein deutlicher  Aktivitätsverlust  beobachtet, 
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Abbildung 4.6: Relative Gerinnungsaktivität (anhand der Flockungszeit) von BC (○), F2 (●) und 
CC (●) bei Variation des pH im Präparat in Bezug auf die Aktivität bei Ausgangs-pH als 100 % 
(n = 1), die Trendlinien verdeutlichen den Verlauf der Aktivität für chymosinbasierte Enzyme 
(grau) und mikrobielles Substitut (schwarz)
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wobei das mikrobielle Enzym eine tendenziell höhere Restaktivität aufwies.
Während  48  h  Lagerung  der  mikrobiellen  Enzyme  beim  jeweiligen  pH wurde  eine 
weitere Abnahme der Restaktivität um durchschnittlich 3 %, bezogen auf die Aktivität 
der frisch eingestellten Probe beobachtet.  Die Restaktivität  von Kälberlab wurde im 
sauren Milieu (pH 3 - 4) innerhalb von 48 h um durchschnittlich 15 % reduziert. Grund 
für den Aktivitätsverlust sind Autolysevorgänge, die sich für Chymosin A ausgeprägter 
als für Chymosin B darstellen (Chitpinityol & Crabbe, 1998; Rampilli et al., 2005). Bei 
einem alkalischen pH (8 - 8,5) nahm die Restaktivität von Kälberlab innerhalb von 48 h 
um durchschnittlich  30  % ab.  Das HPLC-Profil  dieser  Proben wies  dabei  auf  eine 
schnellere Denaturierung des Pepsins hin (Abbildung 4.7).
Während der Lagerzeit bis zu 72 h ließ sich eine deutliche Reduktion der detektierten 
Pepsinfläche beobachten, die mit der Vergrößerung eines zusätzlichen, breiten Peaks 
einher ging.  Dieser wies eine Retentionszeit  von 15 - 19 min auf und lag somit im 
Bereich zwischen Chymosin und Pepsin. Vermutlich war diese Peakverschiebung auf 
veränderte  Oberflächeneigenschaften  teildenaturierter  Pepsinmoleküle  zurückzu-
führen, deren Wechselwirkungspotential mit dem Säulenmaterial abnahm. Zusätzlich 
erfolgte während der Lagerzeit  die Reduktion  der Chymosinpeakfläche.  Eine hinrei-
chend exakte lineare Korrelation zwischen chromatographisch detektierter Peakfläche 
und ermittelter Enzymaktivität  ist  nach einer pH-Verschiebung von Kälberlab jedoch 
nicht gegeben (Abbildung 4.8). Abgesehen von Proben ohne enzymatischer Restakti-
UV 220 nm [-]
Retentionszeit [min]
B
A Pepsin
0 h
9 h
48 h
72 h
5 10 15 20 25
Chymosin
Abbildung 4.7: HPLC-Chromatogramme von BioRen® 80L150 im unbehandelten Zustand (0 h) 
sowie 48 und 72 h nach der pH-Anhebung auf pH 8,5
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vität sowie der unbehandelten Probe (= 100 %) wurden für die Proben bei verschie-
denem  pH  stets  eine  höhere  Aktivität  ermittelt,  als  der  ermittelten  Peakfläche 
entsprach.  Fromase® 220XL  zeigte  nach  pH-Änderung  vergleichbare  Ergebnisse, 
obwohl  für  das  native  Enzym  ein  linearer  Zusammenhang  (R2 > 0,990)  zwischen 
Aktivität und Peakfläche existierte. 
Eine mögliche Ursache stellt eine reversible Strukturentfaltung dar. Werden die Eigen-
schaften der Enzyme dahingehend verändert, dass deren Löslichkeit abnimmt, kommt 
es  möglicherweise  während  der  Probenvorbereitung  für  die  HPLC zum Verlust  an 
aktivem Protein.  Weisen die  Veränderungen  reversiblen  Charakter  auf,  können  die 
Enzyme bei Verdünnung und Zugabe zum Substrat möglicherweise ihre Funktionalität 
zurück gewinnen. Eine routinemäßige Untersuchung der Enzymaktivität mittels HPLC, 
wie für Kälberlab unter Ausgangsbedingungen etabliert wurde (Cortellino et al., 2008), 
erwies sich unter geänderten pH-Bedingungen somit als nicht verlässlich.
4.2.2 Temperatur
Abbildung 4.9 stellt die relative Enzymaktivität über der Heißhaltezeit für 60 und 62 °C 
sowie für die unterschiedlichen Temperaturen mit 10 min Heißhaltezeit in Bezug zur 
Ausgangsaktivität  (= 100 %) dar.  Sowohl  mit  steigender  Heißhaltezeit  als  auch mit 
ansteigender  Temperatur  wurde  eine  höhere  Stabilität  von  Fromase® 220XL 
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Abbildung 4.8: Relative Enzymaktivität in Abhängigkeit von der mit HPLC detektierten 
Peakfläche für F2 (●) und BC (○) nach pH-Änderung der Präparate. Die Hilfslinien 
kennzeichnen die ermittelte Regressionsfunktion von Enzymaktivität und Peakfläche für F2 
(schwarz) und BC (grau).
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gegenüber  BioRen® Classic  80L150  ermittelt.  Kommerziell  produzierte  mikrobielle 
Gerinnungsenzyme  sind  in  verschiedenen  Typen  mit  unterschiedlicher  thermischer 
Inaktivierungscharakteristik  erhältlich  (www.chr-hansen.com;  www.dsm.com;  Zugriff: 
10/2010).  Eine  verminderte  Thermostabilität  wird  durch  die  Oxidation  des  nativen 
Enzyms während der Herstellung erreicht (Harboe  & Budtz 1999). Das Ausmaß der 
thermischen  Labilität  wird  jedoch  kontrovers  diskutiert.  Während  einerseits  eine 
geringere Thermostabilität im Vergleich zu Kälberlab ermittelt wurde (Levadoux et al., 
1989),  wiesen  mikrobielle  Substitute  in  anderen  Studien  eine  höhere  Stabilität  auf 
(Garnot  & Molle,  1987).  Ausgewählte  hitzebehandelte  Proben  beider  Gerinnungs-
enzyme wurden mittels HPLC untersucht. Tabelle 4.2 gibt die relativen Aktivitäten und 
relativen Gesampeakflächen bezogen auf die Ausgangsprobe wieder.  Vor allem bei 
Proben  mit  geringer  Restaktivität  wurden  jedoch  größere  Abweichungen  zwischen 
Gesamtpeakfläche  und  Gerinnungsaktivität  ermittelt.  Für  mikrobielles  Gerinnungs-
enzym wurde dabei eine höhere, für Kälberlab eine geringere Peakfläche ermittelt als 
der tatsächlichen Enzymrestaktivität entsprach. Die Anwendung der HPLC-Analyse zur 
Bestimmung der Aktivität  nach thermischer Enzymdenaturierung kann somit  nur für 
eine grobe Abschätzung dienen. 
In  der  Käseherstellung  führen  bereits  für  Hartkäse  übliche  Brenntemperaturen  von 
47 - 53 °C zu einer  deutlichen Abnahme der Restaktivität  im Käse (Sheehan et  al., 
2007). Bei geringer Nacherwärmung (Feta, Camembert) lassen sich 8 - 10-fach höhere 
Restaktivitäten  an  Chymosin  pro  Gramm  Käsetrockenmasse  als  für  intensiver 
gebrannte Sorten wie Emmentaler oder Parmigiano Reggiano ermitteln (Bansal et al., 
2009b). Die Temperaturstabilität  in diesen Untersuchungen war auf die hohe Ionen-
stärke im salzstabilisierten Enzymkonzentrat zurückzuführen.
Tabelle 4.2: Relative Gerinnungsaktivität und detektierte Gesamtpeakfläche nach 10 min 
Erhitzung im Vergleich zur nicht erhitzten Probe eines mikrobiellen Gerinnungsenzyms und 
eines Kälberlabpräparates (n = 2)
Präparat Erhitzung [°C] Aktivität [%] Fläche HPLC [%]
F2 0 100 100
(mikrobiell) 55 98 90
65 68 71
65 62 70
72 < 1 29
BC 0 100 100
(Kälberlab) 50 98 105
55 93 97
60 80 84
65 25 19
70 9 0
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Die Einflüsse von Hitzebehandlung und pH können in der Praxis jedoch nie isoliert 
behandelt  werden,  sondern  beeinflussen  sich  gegenseitig.  Bereits  Garnot  & Molle 
(1987) zeigten, dass der pH die Hitzestabilität von Gerinnungsenzymen entscheidend 
beeinflusst.  So wird  die hohe enzymatische  Restaktivität  in  Camembert  neben den 
niedrigen Temperaturen während der Herstellung auch dem vergleichsweise tiefen pH 
während der Synärese zugeschrieben (Basal et al., 2009b). Je geringer der pH bei der 
Gelbildung und während des Molkeaustritts ist, umso größer wird die Rückhalterate an 
Chymosin (Bansal et al., 2007).
4.2.3 Scherkräfte
Nach einer Scherbelastung, die mittels Zahnkranzdispergiergerät (Scherspalt 300 µm) 
erreicht wurde, zeigten mikrobielle Gerinnungsenzym eine signifikante  Abnahme (p < 
0,05) der Enzymaktivität nach 30 min dispergieren mit 11000 U/min (Tabelle 4.3). Die 
Ausgangsaktivität reduzierte sich nach 60 min Behandlung um etwa 24 %, wobei hohe 
Schwankungen  der  Einzelergebnisse  zu  berücksichtigen  sind.  Im  Gegensatz  dazu 
wurde  die  Aktivität  von  Kälberlab  durch  die  mechanische  Belastung  innerhalb  von 
30 min nicht signifikant reduziert. Nach 60 min Scherbelastung wurde eine Aktivitätsab-
nahme um lediglich 3 % des Ausgangswertes ermittelt. Eine mechanische Ultraschall-
behandlung über einen Zeitraum von 60 min hatte auf  die Aktivität  beider Arten von 
Gerinnungsenzymen keinen signifikanten Einfluss (Ergebnisse nicht dargestellt). Eine 
Ultraschallbehandlung  stellt  daher  eine  geeignete  Methode  dar,  die  Effektivität  der 
Extraktion von Chymosin aus dem Abomasum zu erhöhen (Zhang & Wang, 2007).
Abbildung 4.9: Relative Enzymaktivität für Kälberlab BC (offene Symbole) und mikrobielles 
Gerinnungsenzym F2 (geschlossene Symbole) mit steigender Heißhaltezeit (A) und mit 
steigender Temperatur für 10 min (B) bei 60 °C (Kreise) und 62 °C (Dreiecke)
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4.2.4 Lagerstabilität bei Raumtemperatur
Abbildung 4.10 stellt die relative Aktivität der Enzyme über der Lagerzeit im Vergleich 
zur  Ausgangsaktivität  dar.  Für  alle  Enzyme  wurde  eine  Abnahme  der  Aktivität 
beobachtet, die sich mit einem linearen Modell beschreiben ließ. Die Korrelationskoeffi-
zienten betrugen dabei  -0,984 (F2), -0,981 (BC) und -0,972 (CM). Mikrobielle Gerin-
nungsenzyme und FPC aus Kamel zeigten im Vergleich zu Kälberlab  eine signifikant 
höhere Stabilität. Im Vergleich  zur  kühl  gelagerten Probe wiesen  die  Elektrophero-
gramme  der  Lagerproben  nach  densitometrischer  Auswertung  eine  Reduktion  der 
detektierbaren Proteine in der gerinnungsaktiven Fraktion auf (Ergebnisse nicht darge-
stellt). Für mikrobielles Gerinnungsenzym wurde mit 66 % im Vergleich zur Ausgangs-
probe  die  höchste  Proteinmenge  ermittelt.  Kälberlab  und  kamelbasiertes  FPC 
enthielten 36 % und 41 % der Ausgangsmenge an Chymosin. 
Abbildung 4.10: Relative Enzymaktivität während der Lagerzeit bei Raumtemperatur und 
Tageslicht für BC (○), F2 (●) und CM (●)
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Tabelle 4.3: Relative Restaktivität für F2 und BC mit Zunahme der Zeit einer Scherung (diper-
gieren) mit Zahnkranzdispergiergerät bei 11000 U/min (unbehandelte Probe = 100 %)
Scherzeit [min] F2 Aktivität [%] BC Aktivität [%]
1 96,0 ± 5,8 100,6 ± 0,4
5 97,0 ± 6,0 101,5 ± 1,2
10 90,3 ± 9,5 99,9 ± 1,0
30 86,5 ± 2,5 102,1 ± 0,6
60 76,0 ± 11,4 97,1 ± 1,9
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Eine Untersuchung mittels HPLC zeigte qualitative und quantitative Unterschiede zur 
Ausgangsprobe  (Abbildung  4.11).  Bovines  Chymosin  im  Kälberlab  denaturierte 
während der Lagerzeit  nahezu vollständig  oder veränderte seine Oberflächeneigen-
schaften  derart,  dass  es  unter  den  chromatographischen  Trennbedingungen  nicht 
erfasst  wurde.  Der  Pepsinanteil  wurde  dahingehend  modifiziert,  dass  sich  eine 
Änderung der Polarität der Moleküloberfläche und damit eine Verschiebung der Reten-
tionszeit ergab. Dennoch wiesen die modifizierten Proteinmoleküle des bovinen Präpa-
rates  nach  300  Tagen  Lagerung  eine  detektierbare  Restaktivität  von  16  %  des 
Ausgangswertes auf.  Die Menge an kamelbasiertem Chymosin  wurde während der 
Lagerung ebenfalls  stark reduziert,  die Retentionszeit  verschob sich gegenüber  der 
Ausgangsprobe jedoch nicht. Im Vergleich zur geringen Restaktivität (26 %) der Lager-
probe wurde dennoch eine vergleichsweise große Peakfläche (49 %) detektiert. Mikro-
bielles  Gerinnungsenzym  zeigte  nach  der  Lagerung  geringe  chromatographische 
Veränderungen. Bei einer Abnahme der Enzymaktivität auf 37 % des Ausgangswertes 
wurde eine Gesamtpeakfläche auf etwa 60 % reduziert. Mit der HPLC-Methode wurde 
unter den gewählten Bedingungen neben aktivem auch denaturiertes Enzym bei Unter-
suchung von mikrobiellem Substitut  und kamelbasiertem Chymosin  erfasst.  Bei  der 
Untersuchung von bovinem Chymosin kann von einer Änderung der Oberflächeneigen-
schaften während der Lagerung ausgegangen werden, was zur Detektion einer gerin-
geren  Peakfläche  im  Vergleich  zur  Restaktivität  führt.  Durch eine  Bestimmung der 
Abbildung 4.11: HPLC-Chromatogramme der Enzyme nach Lagerung bei Tageslicht und 
Raumtemperatur nach 300 Tagen (grau) im Vergleich zur Ausgangsprobe (schwarz) für ausge-
wählte Enzyme verschiedener Herkunft
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Enzymaktivität  mittels  HPLC  nach  lagerungsbedingter  Aktivitätsabnahme  werden 
folglich keine hinreichende exakten Ergebnisse erzielt.
4.3 Proteolytische Aktivität
Die hydrolytische Spaltung des κ-Caseins an der Stelle Phe105-Met106  wird als spezi-
fische Aktivität der Milchgerinnungsenzyme bezeichnet und leitet den ersten Schritt der 
Käseherstellung  ein.  Jede  weitere  Hydrolyse  von  Proteinen  ist  der  unspezifischen 
proteolytischen Aktivität zuzuordnen. Das Verhältnis von spezifischer zu unspezifischer 
Proteolyse wird in der Literatur oft als Qualitätskriterium zur Beurteilung der Präparate 
herangezogen (Nouani et al.,  2008; Preetha & Boopathy, 1997). Kälberlab zeigte in 
früheren Studien eine doppelt so hohe spezifische Aktiviät bei gleicher proteolytischer 
Gesamtaktivität im Vergleich zu mikrobiellen Gerinnungsenzymen (Martin et al., 1980; 
Yada  &  Nakai,  1986).  Bei  der  Interpretation  der  Angaben  muss  jedoch  stets  die 
angewendete  Methode  Beachtung  finden,  denn  bis  heute  ist  im  Gegensatz  zur 
Bestimmung der spezifischen Aktivität (FIL/IDF 2007; FIL/IDF 2002) keine Standard-
analytik  zur  selektiven  Bestimmung  der  unspezifischen  Proteolyse  etabliert.  Die 
Quantifizierung der  Menge an freigesetzten Stickstoffkomponenten erfolgt  meist  als 
TCA-löslicher Stickstoff oder Nicht-Casein Stickstoff nach Inkubation mit den zu unter-
suchenden  Koagulantien.  Die  Inkubationsbedingungen  variieren  dabei  hinsichtlich 
Temperatur,  pH und Ionenstärke. Als Substrate kommen Milch,  Casein,  Caseinfrak-
tionen oder synthetische Peptide zum Einsatz (Kappeler et al.,  2006; Krause et al., 
1998;  Moschopoulou  et  al.,  2006;  Nouani  et  al.,  2009;  Shammet  et  al.,  1992). 
Vereinzelt finden zur Beurteilung der unspezifischen Proteolyse von Milchgerinnungs-
enzymen  auch  milchfremde  Proteine  wie  beispielsweise  Hämoglobin  Anwendung 
(Preetha & Boopathy 1994). Die Reaktionsprodukte werden mit elektrophoretischen, 
chromatographischen oder photometrischen Methoden detektiert (Ortiz de Apodaca et 
al., 1994; Pereira et al., 2008; Shammet et al., 1992). Weiterhin dient auch die Stick-
stoffquantifizierung  in  Molke  zur  Abschätzung  der  unspezifischen  proteolytischen 
Aktivität (Harboe & Budtz, 1999). 
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4.3.1 Spezifische Aktivität - Hydrolyse des κ-CN
Abbildung 4.12 stellt die relative Menge an intaktem κ-Casein während der Inkubation 
von rekonstituierter Magermilch (Typ Alpavit)  mit  jeweils 40 IMCU/L (pH 6,5, 32 °C) 
mikrobiellem  Gerinnungsenzym  (F7)  und  kamelbasiertem  Chymosin  (CM)  dar.  Die 
diskontinuierliche  Elektrophorese  bietet  die  Möglichkeit,  intaktes  κ-Casein  zu 
separieren  und  die  Intensitätsabnahme dieser  Bande  zur  Abschätzung  der  spezifi-
schen Proteolyse zu nutzen. Hinsichtlich der Primärproteolyse wurden zwischen den 
Enzympräparaten  verschiedener  Herkunft  keine signifikanten  Unterschiede  ermittelt. 
So wurde 1000 s nach der Zugabe für beide Enzyme ein Restgehalt an intaktem κ-
Casein  von  etwa  13  % detektiert.  Zu  diesem  Zeitpunkt  erreichte  die  Gelfestigkeit 
bereits einen Wert von 2 - 5 Pa. Bei einer Gelfestigkeit  von etwa 5 Pa und pH 6,5 
wurde  dagegen  von  López  et  al.  (1997)  ein  Hydrolysegrad  von  >  90  % ermittelt. 
Frühere Studien stellten den Beginn einer messbaren Aggregation fest, wenn 60 - 70 
% des κ-Caseins hydrolysiert sind (Horne & Banks, 2004; Lomholt & Qvist, 1997). Der 
Beginn der Aggregation wird jedoch stark von den gewählten pH- und Temperaturbe-
dingungen  beeinflusst  und  setzte  beispielsweise  in  den  Untersuchungen  von  Van 
Hooydonk et al. (1986) bei pH 6,7 mit 70 %, bei pH 6,2 mit 64 % und bei pH 5,6 mit nur 
30 % Hydrolysegrad ein. Diese Ergebnisse wurden auf Grundlage einer HPLC-Analytik 
des CMP gewonnen.
Die Hydrolyse wurde zusätzlich mittels fluorimetrischer Analyse nach Undenfriend et al. 
(1972) verfolgt, wobei die Angabe der in 12 % TCA löslichen Peptide als Alaninäquiva-
lente erfolgte (Abbildung 4.12). In den Versuchen wurde davon ausgegangen, dass 
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Abbildung 4.12: Relative Werte des elektrophoretisch ermittelten, nativen κ-Caseins (A) und 
der fluorimetrisch ermittelten Alaninäquivalente (B) während der enzymatischen Phase sowie 
Auftragung der Alaninäquivalente als Funktion des nativen κ-Caseins für mikrobielles Substitut 
(●) und FPC aus Kamel (○), (Bedingungen: 32 °C, pH 6,5, 40 IMCU/L), (n = 2)
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der Anstieg der Peptidkonzentration während einer Zeit von 1000 s hauptsächlich auf 
der Freisetzung von CMP beruht. Um eine Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der 
Elektrophorese zu gewährleisten, wurde die Enzyminkubation unter denselben Bedin-
gungen realisiert.  Für die Referenzprobe ohne Enzymzugabe wurde eine Stickstoff-
menge von etwa 1 µmol/mL an Alaninäquivalenten detektiert. Diese Menge repräsen-
tiert den in der nativen Milch vorliegenden NPN und entspricht dem Anteil  an freien 
Aminosäuren und kurzkettigen Peptiden. Über einen Zeitraum von 1000 s stiegen die 
Alaninäquivalente um etwa 20 % in Bezug zur Ausgangsmenge an.
Eine Korrelationsanalyse ergab einen linearen Zusammenhang zwischen der Abnahme 
an intaktem κ-Casein und den ermittelten Alaninäquivalenten mit einem Koeffizienten 
von -0,999 (F7) und -0,997 (CM) (Abbildung 4.12). In die Erstellung der Regressions-
gerade wurde der letzte Wert in der Reihe von F2 nicht  einbezogen.  Aufgrund der 
Abweichungen  der  Einzelwerte  erwiesen  sich  die  Methoden  lediglich  für  eine 
Abschätzung  der  spezifischen  Aktivität  geeignet.  Ein  Nachteil  der  TCA-Fällung  als 
Probenvorbereitung besteht darin, dass nicht von einer vollständigen Erfassung des 
CMP ausgegangen  werden  kann,  da in  Abhängigkeit  vom Glycosylierungsgrad  ein 
differenziertes Lösungsverhalten in TCA besteht (Vasbinder et al., 2003; Tomä et al., 
2006).  Der  Einfluss der TCA-Konzentration  bestätigte sich in  Messungen,  die nach 
Fällung mit 8 % TCA und mit 2 % PCA durchgeführt wurden. Die relative Zunahme der 
Werte während der Enzyminkubation zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede zu 
einer Fällung mit 12 % TCA. Ein weiterer Nachteil  der Methode besteht darin, dass 
nicht zwischen spezifischer und unspezifischer Proteolyse unterschieden werden kann, 
da alle freigesetzten Stickstoffkomponenten als Summenparameter erfasst werden. Es 
erfolgt gleichzeitig auch die Detektion von Peptiden < 2 kDa, die durch unspezifische 
Proteolyse entstehen (Yvon et al., 1989). Die Quantifizierung von TCA-löslichem Stick-
stoff  findet  daher  gleichzeitig  Anwendung  zur  Untersuchung  der  unspezifischen 
Proteolyse  (Pereira  et  al.,  2008;  Sousa  et  al.,  2001).  Die  direkte  Erfassung  des 
generierten  Caseinomacropeptides  bietet  im  Gegensatz  dazu  die  Möglichkeit,  die 
spezifische von der unspezifischen Proteolyse zu entkoppeln. Dabei liefert der Einsatz 
der  HPLC-Analytik  Ergebnisse  mit  höherer  Exaktheit  und  Reproduzierbarkeit 
gegenüber den hier vorgestellten elektrophoretischen Untersuchungen (Minkiewicz et 
al., 1996; Mollé & Leonil, 1995).
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4.3.2 Unspezifische Proteolyse 
Die unspezifische proteolytische Aktivität der Gerinnungsenzyme wurde für drei Kälber-
labpräparate (BC, BP, NT), zwei bovine FPC (MA, CC), ein FPC aus Kamel (CM) und 
6 mikrobielle Substitute aus Rhizomucor miehei (F2, F7, FG, HN, ML, CX) untersucht. 
Nach Inkubation von rekonstituierter Magermilch mit 30 IMCU/L bei 32 °C für 1 h wurde 
mit 12 % TCA gefällt. Es zeigte sich ein Anstieg löslicher Stickstoffkomponenten von 1 
µmol/mL in der Referenzprobe auf durchschnittlich 1,32 ± 0,05 µmol/mL nach Enzym-
zusatz (Abbildung 4.13). 
Der Anstieg von etwa 30 % war signifikant, während kein Unterschied zwischen den 
Enzympräparaten  festgestellt  wurde  (P >  0,05).  Unter  den gewählten  Bedingungen 
kann nach einer  Stunde von einer  nahezu vollständigen  κ-Caseinhydrolyse  > 90 % 
ausgegangen werden (Anema et al., 2005; Lomholt & Qvist, 1997). Abbildung 4.14 
stellt den Anstieg der Alaninäquivalente bei verlängerter Inkubationszeit von 3 h und 
24 h dar.  Dabei  wird  die  proteolytische Aktivität  als  relativer  Wert  im Vergleich  zur 
Stickstofffreisetzung nach 1 h (= 100 %) berechnet. Für die untersuchten Gerinnungs-
enzyme wurde nach 3 h Inkubationszeit eine Freisetzung von Alaninäquivalenten von 
100 bis 122 % und nach 24 h von 105 bis 237 % ermittelt (Jacob et al., 2011a; Anhang 
5). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte sowohl einen signifikanten Einfluss der Inkubati-
onszeit als auch des Enzyms bezüglich der proteolytischen Aktivität. Hinsichtlich ihrer 
Herkunft lassen sich die Präparate in zwei Gruppen einteilen, die eine Korrelation zur 
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Abbildung 4.13: Freisetzung von TCA-löslichem Stickstoff durch Gerinnungsenzyme unter-
schiedlicher Herkunft bei 32 °C, pH 6,5, 30 IMCU/L im Vergleich zur unbehandelten Referenz-
probe (R) nach 1 h. Die Balken kennzeichnen die Abweichung zweier unabhängiger Messungen
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ermittelten  unspezifischen  Proteolyse  zeigten.  Mikrobielle  Substitute  wiesen  dabei 
sowohl nach 3 h als auch nach 24 h signifikant höhere Werte (P < 0,05) im Vergleich 
zu chymosinbasierten Gerinnungsenzymen auf.
Um den Einfluss der Enzymaktivität auf die unspezifische proteolytische Aktivität näher 
zu untersuchen, wurden jeweils ein Kälberlabpräparat  und ein mikrobielles Substitut 
hinsichtlich dieses Aspektes näher charakterisiert. Rekonstituierte Magermilch wurde 
bei 32 °C und pH 6,5 mit steigender Enzymaktivität  (30 - 180 IMCU/L) an BioRen® 
Premium 95L210 und Fromase® 750XL inkubiert.  Die dargestellten relativen Alanin-
äquivalente beziehen sich auf den nach einer Stunde mit 30 IMCU/L ermittelten Wert 
für das jeweilige Enzym (Abbildung 4.15). Für Kälberlab wurde bei Verdopplung der 
Enzymmenge von 30 auf 60 IMCU/L ein Anstieg der proteolytischen Aktivität um etwa 
50 % beobachtet,  der bei Erhöhung der Enzymmenge jedoch nicht  weiter  zunahm. 
Nach  Zusatz  von  mikrobiellem  Gerinnungsenzym  stieg  die  proteolytische  Aktivität 
kontinuierlich bei erhöhter Enzymzugabe. Dieser Effekt zeigte sich nach 24 h Inkubati-
onszeit  am  intensivsten.  Die  bereits  in  früheren  Studien  beschriebene  erhöhte 
Freisetzung  von  kurzkettigen  Peptiden  durch  mikrobielle  Substitute  (Krause  et  al., 
1998; Shammet et al., 1992) wurde in diesen Untersuchungen auch für die aktuell am 
Markt erhältlichen Präparate detektiert. Ergänzend zu den Versuchen mit rekonstitu-
ierter Magermilch wurde die unspezifische proteolytische Aktivität in Caseinlösungen 
untersucht.  Die  Inkubation  erfolgte  über  72  h  mit  100  IMCU/L  für  Vollcasein  und 
30 IMCU/L für die Caseinfraktionen. Die Caseine wurden in 10 kDa Molkenpermeat 
Abbildung 4.14: Relative proteolytische Aktivität der Enzyme bei einer Inkubationszeit von 3 h 
(helle Balken) und 24h (dunkle Balken) bei 32 °C, pH 6,5, 30 IMCU/L, die Freisetzung von 
Alaninäquivalenten nach 1 h = 100 %
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gelöst,  um die  physiologischen  Bedingungen wie  beispielsweise Ionenkonzentration 
und Minorkomponenten an Milch anzugleichen. Um jegliche enzymatische Nebenakti-
vität auszuschließen, erfolgte eine Hocherhitzung und Konservierung des Molkenper-
meats.
Abbildung 4.16 stellt die Ergebnisse der Hydrolyse von Vollcasein durch die Präparate 
verschiedener Herkunft im Vergleich zum unbehandelten Casein dar. Alle Caseinfrak-
tionen wurden durch die Enzyme angegriffen, die Intensität des Abbaus von α- und β-
Casein war jedoch charakteristisch für den jeweiligen Enzymtyp. Die vergleichbar stark 
ausgeprägte  para-κ-Caseinbande  im  Bereich  von  etwa  13  kDa  deutet  auf  eine 
vollständige Hydrolyse des κ-Caseins  unter den gewählten Bedingungen durch alle 
Präparate hin.  Bei  der  Inkubation  einer  κ-Caseinlösung mit  30  IMCU/L erfolgte die 
vollständige  Hydrolyse  in  weniger  als  30  min  (Ergebnisse  nicht  dargestellt).  Die 
Banden im Bereich des nativen κ-Caseins nach 72 h Enzymbehandlung müssen daher 
auf Abbauprodukte des α- oder β-Caseins zurückzuführen sein. Durch die mikrobiellen 
Substitute wurde α-Casein  nahezu vollständige hydrolysiert,  für  Kälberlab und FPC 
wurde ein höherer Anteil an nativem α-Casein detektiert. Die β-Caseinfraktion wurde 
jedoch im Vergleich zu mikrobiellen Enzymen stärker abgebaut. Ähnliche Ergebnisse 
erzielten bereits Krause et al. (1998). Chy-Max® M hydrolysierte sowohl α- als auch β-
Casein mit einer geringeren Intensität als alle weiteren Enzyme. Ein geringerer α- und 
β-Caseinabbau von kamelbasiertem Chymosin gegenüber bovinem Chymosin wurde 
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Abbildung 4.15: Einfluss der Enzymaktivität von BP (offene Symbole) und F7 (volle Symbole) 
auf die relative unspezifische Proteolyse von Magermilch (Alpavit) bei 32 °C, pH 6,5, mit 
verschiedener Inkubationszeit: 1 h (Kreise), 3 h (Quadrate), 24 h (Dreiecke), dabei entspricht 
der Wert bei 1 h, 30 IMCU/L = 100 %
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durch  Kappeler  et  al.  (2006)  und  Bansal  et  al.  (2009a)  beschrieben.  Gleichzeitig 
wurden jedoch im Molmassenbereich < 12 kDa mit Chy-Max® M eine größere Anzahl 
an  Abbauprodukten  im  Vergleich  zu bovinen  Präparaten  detektiert.  Möglicherweise 
stellt dies die Ursache für eine vergleichbare NPN-Freisetzung (Alaninäquivalente aus 
Magermilch)  bei  einer  vergleichsweise  geringeren  α-  und  β-Caseinhydrolyse 
gegenüber  bovinem  Chymosin  dar.  Das  Fragmentmuster  aller  boviner  Präparate 
(Kälberlab und FPC) war identisch, wobei eine höhere Bandenitensität im Bereich der 
γ-Caseine zwischen 21 - 23 kDa gegenüber den Proteasen aus  Rhizomucor miehei 
detektiert wurde. Letztere generierten eine höhere Menge an niedermolekularen Spalt-
produkten < 12 kDa im Vergleich zu Kälberlab und FPC. Innerhalb der Gruppe der 
mikrobiellen  Substitute  zeigten  sich   keine  generellen  Unterschiede  im  Fragment-
muster.  Milase® 750XQL wies jedoch,  wie bereits bei der Quantifizierung des NPN in 
Magermilch beobachtet, die höchste unspezifische proteolytische Aktivität aller unter-
suchten Enzyme auf. Während der Inkubationszeit  wurden α-, β- sowie der Großteil 
der γ-Caseine in Peptide < 20 kDa abgebaut. Entgegen den Erwartungen zeigte die 
neueste  Generation  der  chromatographisch  aufgereinigten  Form  der  Fromase 
(Fromase®  750XLG)  ein  identisches  Proteinabbaumuster  im  Vergleich  zu  den 
herkömmlich produzierten Varianten (Fromase®  750XL/220). 
Abbildung 4.16: Elektropherogramme von Vollcasein ohne Enzymzusatz (R) und nach 
Inkubation (72 h, 32 °C, pH 6,5, 100 IMCU/L) mit Gerinnungsenzymen verschiedener Herkunft 
und Proteingrößenmarker (M), die Zahlen kennzeichnen die Molmasse der Markerproteine
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Die mit Vollcasein erzielten Ergebnisse bestätigten sich während der Inkubation der 
separaten Caseinfraktionen. Anhand der Proteinabbaumuster wurden die Unterschiede 
zwischen den Enzymen verschiedener Herkunft besonders deutlich (Abbildung 4.17). 
Charakteristische Banden aus dem Abbau von Vollcasein ließen sich hinsichtlich ihrer 
Herkunft aus α- und β-Casein einordnen. Mikrobielle Substitute generierten aus beiden 
Fraktionen eine Vielzahl kurzkettiger Spaltprodukte, während Chy-Max® M die nieder-
molekularen Bruchstücke hauptsächlich aus β-Casein freisetzte. 
            ML    BP   CM    CM     BP    ML
Die  Hydrolyse  von  β-Casein  durch  Kälberlab  führte  hauptsächlich  zu  Peptiden  mit 
hohem Molekulargewicht zwischen 12 und 23 kDa, die quantitativ stärkste Bande im 
Bereich von < 6 kDa entsteht aus dem Abbau von α-Casein. Bereits in frühen Studien 
wurde  eine höhere  Freisetzung  von  Caseinabbauprodukten  aus  Vollcasein  und 
Caseinfraktionen durch mikrobielle  Substitute beschrieben (Ustunol & Zecker,  1996; 
Vanderporten & Weckx, 1972). Die aktuellen Ergebnisse zeigen, dass diese Aussage 
auch für die mikrobiellen Gerinnungsenzyme der neuesten Generation gilt. Die unspe-
zifische proteolytische Aktivität korreliert demzufolge nicht unbedingt mit dem chroma-
tographisch  analysierten  Aufreinigungsgrad  der  Enzympräparate.  Da  die  Zugäng-
lichkeit der einzelnen Caseinfraktionen in der Milch stark durch deren Lokalisation in 
der Micelle eingeschränkt wird, sind diese Ergebnisse nicht unmittelbar auf das reale 
System Milch  übertragbar.  Sie  können  jedoch  einen  Hinweis  auf  die  Intensität  der 
proteolytischen Aktivität  und mögliche unterschiedliche Caseinabbauprodukte liefern, 
die sich zum Teil im gereiften Käse wiederfinden.  Obwohl die Käsereifung bei gerin-
α-Casein β-Casein
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Abbildung 4.17: Elektropherogramme von α-Casein (1 - 3) und β-Casein (4 - 6) nach 
Inkubation mit mikrobiellem Substitut (ML), Kälberlab (BP) und FPC aus Kamel (CM) bei 32 °C, 
pH 6,5, 30 IMCU/L
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gerer Temperatur und geringerem Wassergehalt erfolgt, ist eine Korrelation zwischen 
Restaktivität des Gerinnungsenzyms und primärer Proteolyse bereits vielfach nachge-
wiesen  (Candioti  et  al.,  2007;  Sheehan  et  al.,  2007).  Die  Übertragbarkeit  der  mit 
Caseinfraktionen  gewonnenen Erkenntnisse  hinsichtlich  der  proteolytischen  Aktivität 
von Gerinnungsenzymen wurde anhand von 4 Wo gereiftem Gouda Käse aufgezeigt 
(Vanderporten & Weckx, 1972). Die Restaktivität der Gerinnungsenzyme in der jewei-
ligen Käsesorte wird  jedoch entscheidend von technologischen Einflussfaktoren wie 
Temperatur bei der Bruchbereitung, pH während der Molkenabgabe und der  Käsetro-
ckenmasse beeinflusst (Bansal et al., 2007; Hynes et al., 2004). Die höchste  enzyma-
tische  Aktivität  wurde  in  Weichkäse  nachgewiesen  aber  auch  Schnittkäse,  wie 
beispielsweise  Cheddar,  wies  eine  Restaktivität  von  14  %  der  Einsatzmenge  auf 
(Bansal et al., 2009b). 
Eine verstärkte proteolytische Aktivität mikrobieller Gerinnungsenzyme wurde in Käse 
bereits  im  Rahmen  früherer  Studien  detektiert.  Der  Einsatz  mikrobieller  Substitute 
resultierte in einer erhöhten Bitterkeit der mit mikrobiellem Gerinnungsenzym herge-
stellten Käse (Agboola et  al.,  2004;  Trujillo  et  al.,  2000).  Der sensorische Eindruck 
wurde dabei mit hydrophoben Peptiden im Molmassenbereich von 165 - 6500 Da in 
Verbindung gebracht.  Toelstede & Hofmann (2008) grenzten die Größe der bitteren 
Metabolite in gereiftem Gouda auf < 5 kDa ein und identifizierten mittels massenspek-
trometrischer Analyse 16 Bitterpetide, die sowohl aus der Sequenz des α- als auch des 
β-Caseins  freigesetzt  wurden.  Damit  stellt  der  Einfluss  der  Koagulantien  auf  die 
Aromenentwicklung während der Reifung einen wichtigen Parameter hinsichtlich der 
Qualität des Käses dar.
4.4 Primäre Phase der Labgerinnung
Die enzymatische Hydrolyse des κ-Caseins an der Stelle Phe105-Met106 wird als primäre 
Phase der Labgerinnung bezeichnet und leitet den ersten Schritt der Käseherstellung 
ein.  Die  Abspaltung  des  hydrophilen,  C-terminalen  Endes  des  κ-Caseins  stellt  die 
Grundvoraussetzung für eine Aggregation der Micellen dar (Horne & Banks, 2004). Ein 
Monitoring der Reaktion kann direkt durch Analyse des freigesetzten CMP oder durch 
eine Erfassung der physikalischen Veränderungen im System erfolgen (Lehner et al., 
1999; Lomholt & Quvist, 1997; Mollé & Léonil, 1995)
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4.4.1 Viskositätsbestimmung
In  dieser  Studie  wurde  die  Viskositätsbestimmung  nach  Ubbelohde  mit  Untersu-
chungen  am AR-G2-Rheometer  mit  Doppelspaltgeometrie   unter  Anwendung  einer 
konstanten Schergeschwindigkeit von 50 /s verglichen. Als Substrat gelangte rekonsti-
tuierte Magermilch vom Typ Alpavit mit einem pH von 6,5 und 31,5 °C und mit 0,4 g/L 
CaCl2  zum  Einsatz.  Unmittelbar  vor  der  Messung  wurden  jeweils  40 IMCU/L  an 
Kälberlab  (BC,  BP),  mikrobiellem  Substitut  (F2,  CX)  und  FPC  (CC)  zugesetzt. 
Abbildung 4.18 stellt  die auf  die  Ausgangsmilch  bezogene relative  Viskosität  nach 
Bestimmung mittels Kapillare (n = 4) und Rheometer (n = 3) dar. Mit beiden Methoden 
wurde  eine  Abnahme  der  Viskosität  während  der  enzymatischen  Hydrolyse 
beobachtet.  Diese  wird  durch  die  Freisetzung  des  CMP verursacht,  was  mit  einer 
Abnahme des hydrodynamischen Durchmessers der Caseinmicelle, beziehungsweise 
der micellaren Volumenfraktion einher geht  (De Kruif,  1992;  De Kruif  & Holt,  2003; 
Horne & Davidson, 1993; Walstra et al., 1981). 
Es  wurden bereits  verschiedene Modelle  entwickelt,  welche die  Milchgerinnung mit 
diskreten Parametern für die Einflüsse der enzymatischen Hydrolyse des κ-Caseins 
sowie der Aggregationsrate beschreiben. Ausgehend von der Annahme einer diffusi-
onslimitierten Annäherung des Enzyms an das Substrat wird auch der Beitrag einer 
Energiebarriere zwischen den Micellen beachtet. Das resultierende Modell stellt daher 
das  Zusammenwirken  eines  durch  Diffusion  und  Aggregationsreaktion  limitierten 
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Abbildung 4.18: Relative Viskosität von Magermilch (Ausgangswert = 100%) nach Zugabe von 
jeweils 40 IMCU/L BC (○/grau) und F2 (●/schwarz), bestimmt mittels Kapillare (Kreise) und 
Rotationsviskosimetrie (Linien) 
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Prozesses dar (De Kruif, 1992; Horne & Banks, 2004). Die an der Micellenoberfläche 
lokalisierten κ-Caseinmoleküle nehmen in den Modellvorstellungen eine zentrale Rolle 
ein. Die Micellenoberfläche ist durch eine hohe Ladungsdichte charakterisiert, die mit 
dissoziierten  Salzen,  Wasser  und  weiteren  Micellen  elektrostatische  Wechselwir-
kungen eingeht (De Kruif, 1999). Dem Modell liegt die Annahme zugrunde, dass die 
Dicke der durch intaktes κ-Casein gebildeten Außenschicht (und damit die Volumen-
fraktion) proportional zu deren Dichte ist. Durch die Aktivität der Gerinnungsenzyme 
wird diese bis zur minimalen Viskosität verringert, die von der verwendeten Methode 
abhängig  ist.  Unter  Anwendung  der  Kapillare  zeigte  sich  eine  Verringerung  um 
maximal 5 % des Ausgangswertes. Die relative Viskositätsabnahme entsprach somit 
den in der Literatur beschriebenen Werten von 4 - 7 % für diese Methode (De Kruif et 
al.,  1992;  Lomholt  &  Qvist,  1997).  Dem gegenüber  wurde  mittels  Rotationsviskosi-
metrie eine relative Viskositätsabnahme von 8 bis 9 % beobachtet. Die Ursache für die 
Unterschiede ist in den verschiedenen Messprinzipien zu suchen. Während die Visko-
sitätsbestimmung nach Ubbelohde  auf der viskositätsabhängigen Durchflussgeschwin-
digkeit der Untersuchungsflüssigkeit durch eine Kapillare mit definiertem Durchmesser 
beruht, erfolgt beim Rheometer die Berechnung der Viskosität auf der Grundlage von 
Drehmomentmessungen.  
Die mittels Kapillare bestimmte Viskosität der Ausgangsmilch zeigte mit 1,40 mPa·s im 
Vergleich  zum  Rotationsviskosimetrie  mit  1,50  mPa·s  zusätzlich  eine  absolute 
Differenz. Die Schergeschwindigkeiten sind bei Messungen in der Kapillare mit 300 - 
1000 /s als wesentlich höher einzuschätzen als bei der Rotationsviskosimetrie (50 /s). 
Dennoch kann von einem geringen Einfluss der Scherbelastung ausgegangen werden, 
da während der rotationsviskosimetrischen Bestimmungen bei Schergeschwindigkeiten 
zwischen  10 und 100 1/s  für  die Ausgangsmilch  vollständig  newtonsches  Fließver-
halten beobachtet wurde (Ergebnisse nicht dargestellt). Möglicherweise sind die unter-
schiedlichen  Ausgangswerte  auf  die  Anwendung  geometrischer  Korrekturfaktoren 
während der  Berechnung der Viskosität zurückzuführen. Zwischen den Gerinnungsen-
zymen unterschiedlicher Herkunft wurde kein signifikanter Unterschied im Minimum der 
relativen Viskosität beobachtet, welches für alle Präparate jeweils nach gleicher Zeit ab 
Enzymzugabe erreicht wurde. Nach dem Durchschreiten des Minimalwertes stieg die 
Viskosität zunächst langsam an. Zu diesem Zeitpunkt sind unter praktischen Dickle-
gungsbedingungen etwa 60 bis 80 % der κ-Casein Fraktion hydrolysiert. Der Verlust an 
elektrostatischer Stabilisation und sterischer Abstoßung ist so groß, dass das Wechsel-
wirkungspotential der Micellen in entscheidender Weise verringert wird (Carlson et al., 
1987; Lomholt & Qvist, 1997). Damit überwiegen die Anziehungskräfte zwischen den 
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Micellen und folglich wird ein Anstieg der Viskosität beobachtet (De Kruif & Holt, 2003). 
Nach dem Erreichen des Ausgangswertes von Milch steigt die Viskosität sprunghaft 
an. Dieser Verlauf wird durch eine deutlich gesteigerte Aggregationsgeschwindigkeit 
bei etwa 90 % κ-Caseinhydrolyse ausgelöst  (Dalgleish,  1980). Zu diesem Zeitpunkt 
entstehen CMP-freie Kontaktstellen auf der Micellenoberfläche, die das entsprechende 
Bindungspotential  zur  Fusionierung  zweier  Micellen  bieten (Horne & Banks,  2004). 
Diese  Kontaktstellen  müssen  eine  genügend  große  Fläche  besitzen,  um  die 
Annäherung  hydrophober  Segmente  der  Caseinmicellen  zu  gewährleisten.  Die 
fortschreitende  Fusion  von  para-κ-Caseinmicellen  führt  zunächst  zur  Ausbildung 
kleiner Cluster von etwa 4 - 10 Micellen, die durch hauptsächlich lineares Wachstum 
gekennzeichnet sind. Nachfolgend wachsen diese zu größeren Aggregaten an, die als 
sichtbare Flocken in der Milch erscheinen (Horne & Banks, 2004; Lehner et al., 1999; 
Zoon  et  al.,  1988).  Abbildung  4.19 stellt  den  prinzipiellen  Viskositätsverlauf  nach 
Enzymzugabe dar. 
In den Untersuchungen zeigte sich eine Abhängigkeit des Viskositätsanstieges (ηAnstieg) 
vom eingesetzten Gerinnungsenzym (Abbildung 4.20), wobei für mikrobielle Enzyme 
geringere  Werte im Vergleich  zu chymosinbasierten Präparaten resultierten.  Mittels 
einfaktorieller  ANOVA  wurden  signifikante  Unterschiede  zwischen  CX  und  allen 
chymosinbasierten Enzymen sowie zwischen F2 und BP und CC ermittelt. Nach einem 
linearen Anstieg wurde im Bereich von 14 bis 16 mPa·s ein Viskositätsmaximum (ηmax) 
beobachtet. Dieses zeigte hoch signifikant (P < 0,01) geringere Werte für mikrobielle 
Substitute  im  Vergleich  zu  chymosinbasierten  Gerinnungsenzymen.  Beim  Einsatz 
ηmax
1
10
η [mPa s].
0 500 1000 1500
Zeit [s]
Ausgangsmilch
ηAnstieg
Abbildung 4.19: Logarithmische Darstellung des Viskositätsverlaufes nach der Enzymzugabe 
mit den betrachteten Kennwerten im Vergleich zur Ausgangsmilch (Alpavit, pH 6,5, T 32 °C, 50 
IMCU/L, 0,4 g/L CaCl2)
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letzterer kann eine höhere Triebkraft  zur initialen Aggregation vermutet werden,  die 
durch eine größere Anzahl an CMP-freien Bindungsstellen auf den Micellenoberflächen 
in  Verbindung mit  einer  größeren Anzahl  oder stärkeren  Bindungen zwischen den 
ausgebildeten Aggregaten gekennzeichnet ist. Eine höhere Anzahl an Bindungsstellen 
geht wiederum mit verstärkten Anziehungskräften zwischen den Micellen einher (De 
Kruif et al., 1992; De Kruif, 1999). Diese verstärkten Anziehungskräfte stellen mögli-
cherweise die Ursache für den größeren Viskositätsanstieg sowie ein höheres Viskosi-
tätsmaximum dar. Die Existenz stärkerer Aggregationskräfte beim Einsatz chymosinba-
sierter  Präparate  könnten die  Ursache für  ein stärkeres Wachstum der  Micellenag-
gregate vor dem Zerfall durch die konstante Scherung sein. 
Im Gegensatz zu den hier dargestellten Ergebnissen unter Verwendung von rekonstitu-
ierter  Magermilch  mit  0,4 g/L CaCl2-Zusatz  bildeten sowohl  Magermilch  mit  0,5  g/L 
CaCl2 als auch Kesselmilch und ESL-Milch unter Zusatz von 0,1 g/L CaCl2 kein Visko-
sitätsmaximum aus. Unmittelbar nach dem Flockungspunkt schwankten die Messwerte 
so stark, dass kein diskreter Wert erfasst werden konnte. Vermutlich stellte die Größe 
der ausgebildeten Aggregate, die deren gleichmäßige Verteilung im Messspalt verhin-
derte, die Ursache für dieses Verhalten dar. Wie sich in folgenden Versuchen zeigte, 
wird  Kessel-  und  ESL-Milch  durch  eine  höhere  Aggregationsrate  im  Vergleich  zu 
rekonstituierter Magermilch mit geringem CaCl2-Gehalt charakterisiert.
4.5 Sekundäre Phase der Labgerinnung
Die sekundäre Phase beginnt, wenn die enzymatische Hydrolyse des κ-Caseins hinrei-
chend fortgeschritten ist, so dass die Caseinmicellen aggregieren und eine dreidimen-
sionale Netzwerkstruktur ausgebildet wird.  Die einzelnen Phasen überschneiden sich 
in ihrer Abfolge und können zeitlich nicht unmittelbar getrennt werden (Horne & Banks, 
2004; Van Hooydonk, 1986). Als Beginn der sekundären Phase kann die Ausbildung 
von Flocken in der Milch angesehen werden, die einen Hinweis auf ein Eintreten der 
Aggregation geben (Horne & Banks, 2004).
4.5.1 Flockungszeit
Die Flockungszeiten zweier verschiedener Standardenzyme wurden bei 32 °C und pH 
6,5 in unterschiedlichen Milchsorten verglichen,  um den Einfluss des Substrates zu 
untersuchen. Das bovine Chymosin-Referenzenzym (CRef) wurde dabei im Vergleich 
zum  mikrobiellen  Referenzenzym  (MRef)  mit  derselben  Aktivität  eingesetzt.  Als 
Substrate  dienten  nach  IDF 157  (FIL/IDF,  2007)  rekonstituierte  Magermilch  zweier 
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speziell  für  analytische  Zwecke  gefertigter,  niedrig  erhitzter  Magermilchpulver  (Typ 
Nilac  und  Typ  HAL),  eines  kommerziell  produzierten  niedrig  erhitzten  Magermilch-
pulvers (Typ Alpavit), eines hoch erhitzen Magermilchpulvers (Typ HAH) und zusätzlich 
ESL-Milch.  Bei  den  Sorten  HAL  und  HAH  handelt  es  sich  um Referenzpulver  mit 
extrem hohen (HAL) und sehr geringem (HAH) Gehalt an undenaturiertem Molkenpro-
teinstickstoff (UMPN). 
Abbildung  4.21 stellt  die  Flockungszeiten  der  Referenzenzyme  in  rekonstituierter 
Magermilch aus Alpavit- und Nilac-Pulver dar. Beide Magermilchpulver sind aufgrund 
ihrer Charakteristik laut Standard zur Bestimmung der Enzymaktivität von Milchgerin-
nungsenzymen geeignet. Bei gleicher Aktivität der Referenzenzyme wurden in Milch 
vom Typ Alpavit signifikant höhere Flockungszeiten tc erhalten. Um in beiden Milchen 
eine der Standardmethode entsprechende Flockungszeit im Bereich von 350 bis 550 s 
zu  erreichen,  wurden  die  Referenzenzyme  für  Alpavit-Milch  entsprechend  geringer 
verdünnt. Für einen Vergleich der Substrate wird tc in Abbildung 4.21 mittels Division 
der  Flockungszeit  durch  den  jeweiligen  Verdünnungsfaktor  normalisiert,  wobei  die 
mittlere  detektierte  Zeit  des  Kälberchymosins  in  Nilac-Milch  einem  Wert  von  1,0 
entspricht.  Obwohl  beide  Pulver  als  niedrig  erhitzt  deklariert  waren,  wurden  nach 
Enzymzusatz  keine  identischen  Ergebnisse  erhalten.  Die  mittleren  Flockungszeiten 
von Chymosin-Referenz und mikrobieller Referenz zeigten in Alpavit-Milch keine signi-
fikanten  Unterschiede  (P  >  0,05),  wogegen  in  Nilac-Milch  eine  signifikant  kürzere 
Flockungszeit  des mikrobiellen Enzyms beobachtet  wurde (P < 0,05).  Für Letzteres 
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Abbildung 4.20: Kennwerte der Viskositätskurven für eine Auswahl an Gerinnungsenzymen 
unterschiedlicher Herkunft. Viskositätsmaximum (links) und Viskositätsanstieg im linearen 
Bereich (rechts), (n = 8)
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wurde im Vergleich  zum Chymosin-Referenzenzym (= 100 %) in  Alpavit-Milch  eine 
Flockungszeit von 97,8 ± 0,7 % und in Nilac-Milch von 91,1 ± 0,4 % ermittelt.
Ein Unterscheidungskriterium zwischen den Substraten stellte der Denaturierungsgrad 
der  Milchproteine  dar.  Als  Maß  für  den  Denaturierungsgrad  diente  der  Gehalt  an 
UMPN, der mit 5,69 ± 0,26 mg/g in Alpavit-Pulver im Vergleich zu 7,75 ± 0,25 mg/g in 
Nilac-Pulver auf eine stärkere Temperaturbelastung bei der Herstellung des Alpavit-
Pulvers hindeutete. Bereits moderate Erhitzung der Milch > 60 °C führt zu Verände-
rungen der Milch mit auch deutlich verlängerter Gerinnungszeit (Calvo, 2002; Singh & 
Waungana, 2001). Um den Einfluss des Denaturierungsgrades der Substrate näher zu 
charakterisieren, wurden die Flockungszeiten der Referenzenzyme in Magermilch aus 
Pulvern mit  besonders niedrigem Denaturierungsgrad (HAL, UMPN 7,77 mg/g) und 
besonders  hohem  Denaturierungsgrad  (HAH,  UMPN  0,55  mg/g)  verglichen.  Bei 
gleicher  Enzymaktivität  wurde  für  die  Referenzenzyme  eine  etwa  doppelt  so  hohe 
absolute Flockungszeit der HAH-Milch im Vergleich zur HAL-Milch beobachtet, wobei 
ausgehend von der relativen Flockungszeit des Chymosin-Referenzenzyms als jeweils 
100 %  eine  unterschiedliche  Flockungszeit  des  mikrobiellen  Substitutes  resultierte 
(Abbildung 4.22). In HAL-Milch wurde eine signifikant niedrigere Flockungszeit (93,5 ± 
2,2 %, P < 0,05) des mikrobiellen Referenzenzyms detektiert,  während mit 101,3  ± 
1,2 %  eine  umgekehrte  Tendenz  in  HAH-Milch  beobachtet  wurde.  Die  mittlere 
Differenz der Flockungszeiten war im letzteren Fall jedoch nicht signifikant verschieden 
(P > 0,05). Ergänzend dazu wurde als nicht rekonstituiertes Substrat handelsübliche 
0,8
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1,2
1,4
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t normalisiertc
CRef MRef CRef MRef
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Abbildung 4.21: Relative Flockungszeiten des Chymosin- (CRef) und mikrobiellen Referen-
zenzyms (MRef) in rekonstituierter Magermilch aus kommerziell erhältlichem Pulver (Alpavit) 
und Pulver für analytische Zwecke (Nilac), (CRef in Nilac = 1)
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ESL-Milch eingesetzt. Unter denselben Versuchsparametern erfolgte die Flockung mit 
dem mikrobiellen Referenzenzym früher im Vergleich zum Chymosin-Referenzenzym. 
Die mittlere relative Flockungszeit  des mikrobiellen Referenzenzyms betrug in ESL-
Milch  96,7 ±  1,2  % bezogen auf  das Chymosin-Referenzenzym.  Die  Differenz war 
jedoch  geringer  im  Vergleich  zur  HAL-Milch,  was  auf  einen  moderaten  Denaturie-
rungsgrad der ESL-Milch mit einem UMPN zwischen dem von HAL- und HAH-Milch 
hindeutete. 
Die Flockungszeit bildet die Grundlage zur Bestimmung der Aktivität aller Typen von 
Gerinnungsenzymen und wirkt sich dadurch auf deren Einsatzmenge in allen Untersu-
chungen zur Charakterisierung und in der Käseherstellung aus. Zur Bestimmung der 
Labstärke sehen die Standards 157 und 176 „ein Magermilchpulver mit geringem Erhit-
zungsgrad und niedrigem Fettgehalt von guter mikrobiologischer Qualität“ vor (FIL/IDF, 
2002; FIL/IDF, 2007). Da die Bestimmung der Enzymaktivität auf dem Verhältnis der 
Flockungszeiten des Referenzenzyms zum Probeenzym beruht, wird das mit der jewei-
ligen Magermilch erhaltene Verhältnis zwischen Chymosin-Referenz und mikrobieller 
Referenz auf alle Proben mit unbekannter Aktivität übertragen. Das bedeutet, dass mit 
den  verschiedenen  Substraten  zwar  gleiche  Aktivitäten  bestimmt  werden,  deren 
Auswirkungen auf Flockungszeit  und Gelbildungscharakteristik sind in den verschie-
denen Substraten jedoch unterschiedlich. Dies bestätigte der Vergleich von Flockungs-
zeiten in weiteren Milchsorten. Tabelle 4.4 gibt die Flockungszeiten für Enzyme unter-
schiedlicher Herkunft in verschiedenen Substraten wieder.  Dabei wurde jeweils eine 
Abbildung 4.22: Relative Flockungszeit des mikrobiellen Referenzenzyms (MRef), wobei das 
Chymosin-Referenzenzym = 100 % gesetzt wurde, in niedrig (HAL) und hoch erhitztem (HAH) 
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Enzymaktivität  von 40 IMCU/L eingesetzt,  die zuvor in Nilac-Milch bestimmt wurde. 
Wie das Verhältnis der Referenzenzyme vorgab, wiesen die chymosinbasierten Gerin-
nungsenzyme  (MA,  BC)  in  Nilac-Milch  eine  signifikant  verschiedene  Flockungszeit 
gegenüber mikrobiellen Substituten (F7, HN, ML) auf (P < 0,05; ANOVA).
Die Differenz der Mittelwerte zwischen mikrobiellen und bovinen Enzymen betrug dabei 
etwa  5  %  und  war  mit  der  Differenz  der  Referenzenzyme  in  diesem  Substrat 
vergleichbar (Abbildung 4.21). In Alpavit  Milch wurde kein signifikanter Unterschied 
zwischen  den  mittleren  Flockungszeiten  dieser  beiden  Enzymgruppen  ermittelt, 
lediglich ML und HL wiesen unterschiedliche Flockungszeiten auf (P < 0,05). Dies kann 
damit  erklärt  werden,  dass  auch  bei  Vergleich  der  Referenzenzyme  mit  gleicher 
Aktivität kein signifikanter Unterschied der Flockungszeiten beobacht wurde. ESL-Milch 
zeigte mit kommerziellen Enzympräparaten einen signifikant früheren Flockungspunkt 
bei Einsatz von chymosinbasierten Präparaten (P < 0,05). Lediglich zwischen ML und 
MA wurde kein signifikanter Unterschied detektiert (P > 0,05). Unter Verwendung der 
Referenzenzyme zeigte sich jedoch die gegenläufige Tendenz (Abbildung 4.22). Da 
für die Bestimmungen handelsübliche Milch verschiedener Hersteller verwendet wurde, 
ist  der  Unterschied  möglicherweise  auf  einen  herstellungsbedingt  verschiedenen 
Denaturierungsgrad der  ESL-Milchen zurückzuführen.  Die Flockung boviner  Kessel-
milch  wurde  unter  Einsatz  von  bovinen  Gerinnungsenzymen  tendenziell  früher 
beobachtet, wobei jedoch nur gegenüber ML signifikant verschiedene Flockungszeiten 
resultierten.  Caprine Kesselmilch  zeigte  demgegenüber  mit  mikrobiellen  Substituten 
einen tendenziell früheren Flockungspunkt, der aber ebenfalls nicht für alle mikrobiellen 
Präparate  signifikant  verschieden  zu  chymosinbasierten  Enzymen  war.  Lediglich 
kamelbasiertes Chymosin (CM) zeigte eine hochsignifikant  (P < 0,01) verschiedene 
Flockungszeit zu allen weiteren Enzymen. 
Bereits  die Ergebnisse der Flockungszeitbestimmung wiesen nach,  dass die mittels 
Enzym Nilac-Milch Alpavit-Milch ESL-Milch Kesselmilch Kesselmilch
[s] [s] [s] (bovin) [s] (caprin) [s]
MA 824 ± 31 1096 ± 43 792 ±   4 674 ±   2 518 ± 22
BC 822 ± 33 1074 ± 35 783 ± 16 678 ±   1 503 ± 5
F7 783 ± 28 1090 ± 41 848 ±   4 680 ±   3 457 ± 17
HN 797 ± 15 1112 ± 45 851 ± 19 690 ±   4 483 ± 3
ML 764 ± 23 1054 ± 32 809 ±   4 716 ± 23 487 ± 5
CM 870 ± 60 1094 ± 72 758 ± 27 702 ± 21 876 ± 81
Tabelle 4.4: Flockungszeiten für Gerinnungsenzyme verschiedender Herkunft in verschiedenen 
Substraten bei 32 °C, pH 6,5 mit 40 IMCU/L, die Abweichung gibt die halbe Differenz der 
Bestimmungen an (n = 2)
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rekonstituierter  Magermilch  gewonnenen  Werte  nicht  direkt  auf  die  in  der  Praxis 
verwendete Kesselmilch  übertragen werden können.  Besonders stark wirkt  sich die 
Wahl des Substrates auf Enzyme aus, welche nicht exakt dieselbe Substratspezifität 
wie die Referenzenzyme besitzen. Dieser Aspekt deutete sich bei der Untersuchung 
von Milase® 750XQL an. Das Enzym wies beispielsweise im Vergleich zum mikrobi-
ellen Referenzenzym in Alpavit-Milch einen früheren Flockungspunkt als in Nilac-Milch 
auf. Als Resultat wurde  entsprechend mittels Alpavit-Milch eine um 3,2 ± 2,0 % höhere 
Enzymaktivität  als in Nilac-Milch ermittelt (P < 0,05). Als Ursache kann, wie bereits 
nach elektrophoretischer Analyse des Enzyms angenommen, eine chemische Modifi-
zierung  während  der  Herstellung  vermutete  werden.  Auch  die  Charakteristik  des 
kamelbasierten  Chymosins  (Chy-Max® M) ließ  sich  hinsichtlich  der  substratspezifi-
schen Flockungszeit keinem der beiden Referenzenzyme zuordnen. Das Verhältnis der 
Flockungszeiten  von  Chy-Max® M  zum Chymosin-Referenzenzym zeigte  sehr  hohe 
Differenzen, aus denen eine um 7,8 ± 0,8 % höhere Enzymzymaktivität in Alpavit-Milch 
im Vergleich zur Nilac-Milch resultierte (P < 0,05). 
4.5.2 Gelbildung in Magermilch
Die Koagulation der Milch stellt einen Vorgang dar, bei dem durch die bereits beschrie-
benen  enzymatischen  Reaktionen  in  Kombination  mit  physikalischen  Wechselwir-
kungen  aus  einer  newtonschen  Flüssigkeit  ein  viskoelastisches  Gel  entsteht.  Der 
zeitliche  Verlauf  wurde  mittels  nicht-zerstörender  Oszillationsrheometrie  verfolgt. 
Zunächst  stand  ein  Vergleich  der  Gelbildungscharakteristik  von  Enzympräparaten 
verschiedener Herkunft in Magermilch (Typ Alpavit) im Mittelpunkt des Interesses. Für 
die Untersuchungen kamen zwei Naturlabpräparate, ein bovines FPC und zwei mikro-
bielle Substitute zum Einsatz. Tabelle 4.5 stellt die aus den Gelbildungskurven ermit-
telten Kennwerte dar. Für mikrobielle Substitute wurde dabei eine signifikant (P < 0,05) 
längere Zeit bis zum Erreichen von Gelbildungszeit tg und Schneidfestigkeit t5 und t20 
Enzym
[s] [mPa/s] [s] [s] [Pa] [-]
F2 1383 ± 22 8,8 1834 ± 22 2946 ± 35 11,8 ± 0,4 0,322 ± 0,005
CX 1398 ± 21 10,4 1835 ± 14 2887 ± 37 12,3 ± 0,4 0,329 ± 0,002
BC 1312 ± 60 12,4 1696 ± 26 2603 ± 94 16,3 ± 1,5 0,324 ± 0,007
BP 1250 ± 41 11,5 1696 ± 26 2599 ± 41 16,7 ± 0,7 0,329 ± 0,005
CC 1275 ± 28 13,2 1674 ± 20 2657 ± 30 15,6 ± 0,2 0,329 ± 0,003
tg dG'/dt t5 t20 G'40 tanδ
 ±  0,6
 ±  0,6
 ±  1,5
 ±  0,9
 ±  0,9
Tabelle 4.5: Kennwerte der Gelbildung bei pH 6,5 und 31,5 °C für Gerinnungsenzyme 
(50 IMCU/L) verschiedener Herkunft mit Magermilch (Alpavit) (n = 5) 
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ermittelt.  Die Gelfestigkeiten von 5 und 20 Pa dienten als Kriterium für charakteris-
tische Festigkeitswerte eines schneidfesten Magermilchgels und eines schneidfesten 
Kesselmilchgels (López et al., 1998; Walstra et al., 2006). Zum Erreichen der Schneid-
festigkeit  in  derselben  Zeit  muss  demnach  der  Einsatz  von  mikrobiellem  Substitut 
entsprechen erhöht werden.  Ebenso wurden eine geringere Gelbildungsrate (dG'/dt) 
und eine geringere Festigkeit nach 40 min Gelbildungszeit G'40 ermittelt. tan δ, gleich-
bedeutend mit dem Verhältnis an viskosen zu elastischen Anteilen der Bindungen im 
Gel,  zeigte  40  min  nach  der  Enzymzugabe  keine  Abhängigkeit  vom  eingesetzten 
Enzym. Dies galt ebenso für weitere Temperaturbedingungen (30, 33 °C). Anhand der 
Gelbildungskennwerte von BioRen® Classic 80L150 (BC), die bei Temperaturen von 
30,0, 31,5 und 33,0 °C, jeweils bei pH 6,5 und pH 6,6 ermittelt wurden, erfolgte eine 
beispielhafte  Korrelationsanalyse.  Zwischen  dG'/dt  und  G'40 sowie  zwischen  den 
Zeitwerten tg,  t5 und t20 wurden jeweils Korrelationskoeffizienten von > 0,99 ermittelt 
(Tabelle 4.6). Auf Grundlage der Korrelation erfolgte eine Reduzierung der Kennwerte 
auf G'40 und tg zur Darstellung  der Gelbildungscharakteristik der Enzyme unterschied-
licher  Herkunft.  Für tan δ existierte,  wie  bereits  in  früheren Studien ermittelt,  keine 
signifikante Korrelation zu weiteren Kennwerten (Mishra et al., 2005). Das Verhältnis 
zwischen Verlust- und Speichermodul nimmt ab dem Zeitpunkt tg für alle Enzyme einen 
nahezu konstanten Wert an. Dies zeigt, dass Art und Stärke der Bindungen während 
der  Gelbildung  und  -alterung  keinen  grundlegenden  Änderungen  unterworfen  sind 
(Horne & Banks, 2004).
4.5.2.1 Einfluss von Temperatur und pH der Milch
Eine Variation von pH (6,5, 6,6) und Temperatur (30,0, 31,5 und 33,0 °C) wirkte sich 
signifikant auf das Gerinnungsverhalten aller Enzyme aus, was sich sowohl in abneh-
mendem tg als auch in steigendem  G'40 bei höherer Temperatur und niedrigerem pH 
Tabelle 4.6: Korrelationskoeffizienten zwischen den Kennwerten der Gelbildung mit BC in 
Magermilch (Alpavit)
[s] -0,948 0,999 0,992 -0,946 -0,003
[mPa/s] -0,957 -0,945 0,993 0,436
[s] 0,996 -0,957 -0,466
[s] -0,955 -0,526
[Pa] 0,486
dG'/dt [mPa/s] t5 [s] t20 [s] G'40 [Pa] tanδ [-]
tg 
dG'/dt
t5 
t20 
G'40 
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widerspiegelte.  Vorangegangene  Studien  zeigten,  dass  eine  Temperaturvariation 
zwischen 31 und 34 °C eine deutliche Zeitverkürzung bis zum Gelbildungsbeginn und 
eine Steigerung der Gelfestigkeit hervorrufen (Jaros et al., 2008; Mishra et al., 2005). 
Die  Hauptursache  für  eine  schnellere  Gelbildung  wird  in  einem  stärkeren  Einfluss 
hydrophober Wechselwirkungen gesehen, die für die Bindung zwischen den Caseinen 
im Netzwerk verantwortlich sind.  Eine pH-Abnahme führt gleichzeitig zu einer gestei-
gerten  Calciumaktivität,  wodurch  die  Wechselwirkungen  der  Calciumionen  mit  der 
negativ geladenen Micellenaußenschicht zunehmen. In der Folge wird die Ladung der 
Proteine  neutralisiert  und  die  Abstoßungskräfte  zwischen  den  Micellen  verringert 
(Horne,  1998;  Mellema  et  al.,  2002;  Zoon et  al.,  1988a). Die  Gelbildungsrate  wird 
weiterhin  durch  die  Kollisionsfrequenz  der  Micellen  bestimmt,  die  durch  eine 
thermische Abhängigkeit charakterisiert ist (Mishra et al., 2005). Mit steigender Anzahl 
der Kollisionen steigt die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung intermicellarer Bindungen. 
Zusätzlich wird eine höhere Hydrolyserate des κ-Caseins durch gesteigerte Enzymakti-
vität bei Temperaturzunahme erreicht (Walstra et al., 2006). Die Aktivitätszunahme war 
in dieser Studie für alle untersuchten Enzyme vergleichbar.  Bei allen Temperaturen 
wurde  eine  signifikant  früher  einsetzende  Gelbildung  (Ergebnisse  nicht  dargestellt) 
sowie eine höhere Gelfestigkeit  (Abbildung 4.23)  für  chymosinbasierte Gerinnungs-
enzyme im Vergleich zu mikrobiellen Substituten ermittelt.
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Abbildung 4.23: Gelfestigkeit (grau) und tan δ (schwarz) nach 40 min Gelbildung für BC (Kreis, 
offen); BP (Dreieck, offen); CC (Quadrat, offen); F2 (Kreis; geschlossen) und CX (Quadrat, 
geschlossen) als Funktion der Temperatur bei pH 6,5 in Magermilch (Alpavit) mit 50 IMCU/L, 
die Anordnung der Symbole erfolgte leicht versetzt
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Dies steht im Einklang mit früheren Untersuchungen (Jaros et al., 2008). Innerhalb der 
Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede. Für tan δ der ausgebildeten Gele 
wurde  eine  Temperaturabhängigkeit  ermittelt,  eine  Abhängigkeit  vom  eingesetzten 
Gerinnungsenzym  lag  jedoch  nicht  vor.  Beim  Einsatz  mikrobieller  Substitute  aus 
Rhizomucor miehei tragen folglich Wechselwirkungen mit derselben Charakteristik wie 
bei Verwendung von chymosinbasierten Enzymen zur Gelbildung bei. Dies wird auf die 
Abspaltung  des  gleichen  CMP-Fragmentes  während  der  Hydrolyse  der  Micellen 
zurückgeführt  (Crabbe,  2004;  Harboe  &  Budtz,  1999).  Die  Erhöhung  von  G' wird 
dagegen durch die zeitliche Zunahme der Bindungsanzahl direkt proportional beein-
flusst (van  Vliet  &  Walstra,  1985).  Dies  lässt  den  Schluss  zu,  dass  während  der 
enzymatischen Hydrolyse durch geringere Effizienz der mikrobiellen Enzyme weniger 
freie Kontaktstellen gebildet werden, die zur Ausbildung von Bindungen nötig sind. tan 
δ  stieg zwischen 30 °C und 34 °C um durchschnittlich 0,043, wobei bei pH 6,4 die 
kleinste (0,041), bei pH 6,6 dagegen die größte Zunahme (0,047) zu beobachten war. 
Dies kann auf  eine beschleunigte  Relaxationszeit  der Bindungen im Gel und damit 
verbundenen verstärkten Umlagerungsvorgängen zurückgeführt werden. Die Umlage-
rungen bewirken neben einer erhöhten Festigkeit auch eine Zunahme des elastischen 
Charakters des Milchgels (Esteves et al., 2003; Mishra et al., 2005). 
4.5.2.2 Einfluss vom Calciumzusatz zur Milch
Einen wichtigen Einflussparameter auf die Gelfestigkeit stellt die Calciumkonzentration 
dar, deren Auswirkungen in Kombination mit einer Variation der Temperatur von 30, 32 
und 34 °C und pH 6,4, 6,5 und 6,6 für rekonstituierte Magermilch vom Typ Alpavit 
anhand von FPC-Präparaten (MA, CC) untersucht wurde. Die eingesetzte CaCl2-Kon-
zentration (0,2; 0,3; 0,5 g/L) beeinflusste das koagulierende System signifikant (P < 
0,05). Mit abnehmender CaCl2-Konzentration wurde eine Verzögerung der Gelbildung 
sowie eine geringere Gelbildungsrate beobachtet, was durch die relative Darstellung 
von G'40 verdeutlicht  wird (Abbildung 4.24).  Während die enzymatische Phase der 
Gerinnung kaum beeinflusst wird, wirkt   sich die Calciumkonzentration stark auf die 
Aggregation  aus  (Walstra,  2006).  Eine  erhöhte  Calciumkonzentration  bewirkt  die 
Kompensation der durch intaktes κ-Casein generierten negativen Ladungen der Micel-
lenoberfläche,  wodurch das elektrostatische Abstoßungspotential  verringert  wird (De 
Kruif,  1999; Zoon et al.,  1988b). In der Folge kommt es zum Verlust  der stabilisie-
renden Wirkung und zur räumlichen Annäherung der Micellen (Müller-Buschbaum et 
al.,  2007).  Zusätzlich  wird  durch  die  Ausbildung  von  Calciumbrückenbindungen 
57   Ergebnisse und Diskussion
zwischen negativ geladenen Serinresten der Caseine die Generierung von Bindungen 
unterstützt (Walstra et al., 2006).
Bei steigendem pH und sinkender Temperatur wurde in diesen Untersuchungen ein 
erhöhter Einfluss der Calciumkonzentration ermittelt. Die Gelfestigkeit bei einer Calci-
umchloridzugabe  von  0,5  g/L  entspricht  in  Abbildung  4.24 jeweils  100 %  für  die 
gewählte Temperatur-pH-Bedingung. Die relative Abnahme der dargestellten Gelfes-
tigkeit war bei 32 °C und pH 6,5 am größten. Bei 30 °C und pH 6,6 bildete sich nach 40 
min bei 0,2 g/L CaCl2 kein Gel aus. Der Einfluss des pH kann neben der Beschleu-
nigung der enzymatischen Reaktion durch eine Verschiebung des micellaren Calcium-
gleichgewichtes erklärt werden. Der Calciumgehalt im Serum nimmt bei pH-Zunahme 
durch verstärkte intramicellare Bindung ab, wodurch weniger Calcium für eine intermi-
cellare Verknüpfung zur Verfügung steht  (Mellema et al., 2005). 
Die  vergleichsweise  hohe  Menge  an  zugesetztem  Calciumchlorid  zu  Magermilch 
(0,5 g/L) im Vergleich zu Kesselmilch während der Käseherstellung (0,1 g/L) dient dem 
Rückgewinn  der  Gelbildungseigenschaften  nach  der  Rekonstitution  (Martin  et  al., 
2008).
Die Calciumsensitivität von mikrobiellen Substituten wurde in dieser Studie nicht weiter 
untersucht.  In  ausgewählten Versuchen zeigte  sich  jedoch  eine Tendenz zu einem 
stärkeren Nachlassen der Gelfestigkeit  bei einer Koagulation von Kessel-  und ESL-
Milch ohne Calciumzusatz im Vergleich zu chymosinbasierten Präparaten.
Abbildung 4.24: Relative Festigkeit von Magermilchgelen (Alpavit) in Abhängigkeit von der 
Calciumchloridkonzentration am Beispiel von bovinem FPC (CC) bei 32 und 34 °C, jeweils bei 
pH 6,4 und 6,5 (40 IMCU/L), Abweichungen kennzeichnen halbe Differenz zwischen 2 Bestim-
mungen
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4.5.2.3 Einfluss des Substrates auf die Gelbildung
Anhand von 5 verschiedenen Milchsorten wurde der Einfluss des Substrates auf die 
Gelbildungscharakteristik  für  eine  Auswahl  an  Gerinnungsenzymen  überprüft. 
Grundlage für diese Untersuchungen bildete eine Aktivitätsbestimmung aller Enzyme 
mit  Nilac-Milch.  Für  die  Oszillationsversuche  wurde  die  Gelbildung  mit  jeweils  40 
IMCU/L bei den zur Aktivitätsbestimmung angewendeten Temperatur- und pH-Bedin-
gungen (32°C, pH 6,5)  verfolgt.  Die verschiedenen Milchtypen lieferten stark unter-
schiedliche Absolutwerte,  wie bereits bei  Bestimmung der Flockungszeiten (Tabelle 
4.3)  aufgezeigt  wurde.  Um die Vergleichbarkeit  von tg und G'40 der Enzyme in den 
verschiedenen  Substrate  zu  ermöglichen,  wurde  eine  Normierung  der  Werte  erfor-
derlich. Abbildung 4.25 gibt die relativen Werte von tg mit Maxiren® = 100 % wieder. 
Die Grafik veranschaulicht, dass zwischen den Enzyme in den einzelnen Substraten 
nur geringe Unterschiede hinsichtlich der Gelbildungszeit existierten, die lediglich für 
CM in Nilac-Milch und capriner Kesselmilch gegenüber allen weiteren Enzymen und in 
Alpavit-Milch gegenüber F7 und HN signifikant sind. In Nilac-Milch erfolgte mit mikrobi-
ellen Gerinnungsenzymen ein tendenziell früherer Gelbildungsbeginn. Eine geringere 
Gelbildungsrate dieser Präparate resultierte dennoch in einer durchschnittlich 3,8 % 
geringeren Gelfestigkeit  nach 40 min gegenüber  bovinen chymosinbasierten Präpa-
raten, die für F7 und HN signifikant war (P < 0,05) (Abbildung 4.26). Vergleichbare 
Ergebnisse wurden beim Einsatz von Alpavit-Milch und boviner Kesselmilch erzielt. Mit 
Abbildung 4.25: Relative Gelbildungszeiten mit Enzymen verschiedener Herkunft (MA = 
100 %) in Abhängigkeit von den Milchtypen (bKM: bovine Kesselmilch; cKM: caprine Kessel-
milch). Die Abweichung kennzeichnet die halbe Differenz aus zwei Bestimmungen bei 32 °C, 
pH 6,5, 40 IMCU/L (ESL-Milch n = 4)
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HL und F7 wurde im Gegensatz zu ML in allen untersuchten Substraten eine geringere 
Gelfestigkeit gegenüber bovinen Präparaten erreicht, die jedoch nicht in allen Fällen 
signifikant war. Die durchschnittlichen Differenzen zwischen mit bovinen und mikrobi-
ellen Enzymen ermittelte Gelfestigkeit betrugen 4 % (Nilac-Milch), 20 % (Alpavit-Milch), 
16 % (ESL-Milch) und 15 % (bovine Kesselmilch).  Caprine Kesselmilch erzielte mit 
mikrobiellen Substitute eine durchschnittlich 4 % geringere Gelfestigkeit im Vergleich 
zu bovinen Gerinnungsenzymen, eine Signifikanz des Unterschiedes wurde jedoch nur 
zwischen HL und den bovinen Präparaten ermittelt. 
Während der oszillierenden Messungen wurde für  Milase® 750XQL eine veränderte 
Substratspezifität gegenüber den weiteren mikrobiellen Substituten deutlich, die bereits 
anhand der Aktivitätsbestimmung ermittelt wurde. In rekonstituierter Magermilch unter-
schied sich die Gelfestigkeit von ML nach 40 min zum Teil signifikant zu HL und F7. 
Gegenüber  bovinen  Gerinnungsenzymen  wurden  in  rekonstituierter  Magermilch 
vergleichbare  Werte  erzielt.  Auch  die  spezielle  Charakteristik  von  kamelbasiertem 
Chymosin  wirkte  sich  hinsichtlich  der  Gelbildung  in  den  verschiedenen  Substraten 
unterschiedlich aus und ließ sich weder der Gruppe mikrobieller Substitute noch denen 
boviner Präparate zuordnen. 
Auch diese Ergebnisse zeigen auf, dass bei Einsatz der Enzyme in üblicherweise zur 
Käseherstellung verwendeter Kesselmilch mit gleicher Aktivität eine signifikant höhere 
Gelfestigkeit  mit  bovinen  chymosinbasierten  Gerinnungsenzymen  im  Vergleich  zu 
0
20
40
60
80
100
120
G' [%]40
Nilac Alpavit ESL bKM cKM
Milchtypen
MA
BP
F7
HN
ML
CM
Abbildung 4.26: Relative Gelfestigkeiten nach 40 min mit Gerinnungsenzymen verschiedener 
Herkunft (MA = 100 %) in Abhängigkeit von den Milchtypen (bKM: bovine Kesselmilch; cKM: 
caprine Kesselmilch). Die Abweichung kennzeichnet die halbe Differenz aus zwei Bestim-
mungen bei 32 °C, pH 6,5, 40 IMCU/L (ESL-Milch n = 4)
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mikrobiellen  Substituten  erreicht  wird.  Zum Erreichen  derselben  Gelfestigkeit  muss 
während der Käseherstellung ein Mehreinsatz an mikrobiellen Substituten oder eine 
Verlängerung  der  Gelbildungszeit  erfolgen.  Die  Höhe der  Unterschiede wird  jedoch 
maßgeblich  durch  das  Substrat  bestimmt.  Wissenschaftliche  Untersuchungen  zur 
Charakterisierung der rheologischen Eigenschaften von Milchgelen werden meistens 
mit rekonstituierter Magermilch durchgeführt (Esteves et al., 2003; López et al., 1998; 
Mellema et al., 2002; Mishra et al., 2005; Nájera et al., 2003). Dieses Substrat bietet 
den Vorteil einer hohen Reproduzierbarkeit der chemischen und physikalischen Eigen-
schaften sowie keine Einschränkung der Verfügbarkeit. Bei Vergleich der Gelbildungs-
eigenschaften  von  verschieden  Enzymen  muss  jedoch  die  Übertragbarkeit  der  mit 
rekonstituierter  Magermilch  erzielten  Ergebnisse  auf  ein  reelles  Substrat  überprüft 
werden.
4.5.2.4 Besonderheiten von kamelbasiertem Cymosin
Die  untersuchten  FPC  (Chy-Max® M,  Chy-Max®,  Maxiren®)  wurden  zunächst  auf 
Grundlage  gleicher  Flockungszeit  in  Magermilch  vom  Typ  Alpavit  hinsichtlich  der 
Gelfestigkeit bei einer Variation von pH (6,4, 6,5, 6,6) und Temperatur (30, 32, 34 °C) 
verglichen.  Die  Gelbildung  von  Alpavit-Milch  wurde  nach  Zugabe  von  jeweils  40 
IMCU/L  im  Rheometer  verfolgt.  Dabei  wurden  keine  signifikanten  Unterschiede 
zwischen  bovinem Chymosin  und  kamelbasiertem  Chymosin  detektiert  (Abbildung 
4.27). Die Differenzen der relativen Gelfestigkeit bei einem pH-Wert von 6,6 gehen auf 
eine geringe absolute Gelfestigkeit (1 - 7 Pa), verbunden mit einer größeren Messunsi-
cherheit zurück.
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Abbildung 4.27: Relative Gelfestigkeit von FPC-Präparaten MA (∆), CC (○), CM (■) in Abhän-
gigkeit von der Temperatur bei pH 6,4, 6,5 und 6,6 sowie in Abhängigkeit vom pH bei 32 °C 
(Alpavit-Milch, n = 2)
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Die  Aktivitätsbestimmung  von  Chy-Max® M  wurde  zusätzlich  zur  Alpavit-Milch  mit 
Nilac-Milch  auf  Grundlage  des  bovinen  Chymosin-Referenzenzyms  durchgeführt. 
Aufgrund der um 7,8 ± 0,8 % höheren Enzymaktivität in Alpavit-Milch im Vergleich zu 
Nilac-Milch wurde nach Bestimmung mit  Alpavit-Milch  eine geringere Einsatzmenge 
berechnet. Die Differenz führte in beiden Substraten zu einer signifikant verschiedenen 
Gelfestigkeit nach 40 min (Ergebnisse nicht dargestellt). 
Ein Vergleich der Flockungszeiten von bovinem Chymosin-Referenzenzym und Chy-
Max® M in gering denaturierter Milch vom Typ HAL und stark denaturierter Milch vom 
Typ  HAH  zeigte  eine  signifikant  unterschiedliche  Reaktion  des  Enzyms  auf  die 
Substrate.  Während  in  HAL-Milch  eine  um  6,2  ±  1,1  %  höhere  Flockungszeit  im 
Vergleich zum Chymosin-Referenzenzym beobachtet wurde, erfolgte die Flockung in 
HAH-Milch 10,4 ± 1,8 % früher. Kamelbasiertes Chymosin besitzt im Unterschied zu 
bovinem Chymosin eine zusätzliche Histidin-Gruppe im positiv geladenen Strukturbe-
reich des Moleküls. Es wird vermutet, dass daraus eine stärkere Wechselwirkung mit 
dem negativen Ladungsschwerpunkt des κ-Caseins resultiert (Kappeler et al., 2006). 
Möglicherweise  kommt  die  höhere  Affinität  zum κ-Casein  bei  sterischer  Hinderung 
durch eine Anbindung von Molkenproteinen stärker zum Tragen als bei freier Zugäng-
lichkeit der Spaltstelle. 
Auf  Grundlage  der  mit  Nilac-Milch  bestimmten  Aktivität  wurde  in  Nilac-Milch  eine 
vergleichbare  Gelfestigkeit  zu  allen  weiteren  Enzymen  erhalten,  mit  Alpavit-Milch 
zeigte sich dagegen eine höhere Gelfestigkeit nach 40 min, die gegenüber F7 und HL 
signifikant war (Abbildung 4.26). In boviner Kesselmilch wurde mit Chy-Max® M eine 
tendenziell höhere Gelfestigkeit (P > 0,05) im Vergleich zu bovinem Chymosin (etwa 
10  %)  und  eine  signifikant  höhere  Gelfestigkeit  (P <  0,05)  gegenüber  mikrobiellen 
Substituten (etwa 25 %) ermittelt.  Wird die Milch einer  anderen Spezies koaguliert, 
ändert sich die Gelbildungscharakteristik der Chymosintypen signifikant (Kappeler et 
al., 2006; Wangoh et al., 1993). Im Vergleich zu bovinem Chymosin wurde in capriner 
Kesselmilch für kamelbasiertes Chymosin eine Gelbildungszeit von 160 ± 2 % und eine 
Gelfestigkeit  von  80  ±  1  %  ermittelt  (Abbildung  4.25/4.26).  Zur  Koagulation  von 
Ziegenmilch muss bei Verwendung von kamelbasiertem Chymosin dementsprechend 
eine höhere Menge an Enzym eingesetzt oder die Gelbildungszeit verlängert werden, 
um eine dem bovinem Chymosin vergleichbare Gelfestigkeit zu erreichen.
In früheren Studien wurde bei Inkubation von Milch mit derselben Enzymaktivität eine 
höhere Gelfestigkeit durch den Einsatz von FPC aus Kamel im Vergleich zu FPC aus 
Rind beschrieben (Kappeler et al., 2006). Die aktuellen Ergebnisse zeigen, dass die 
Unterschiede maßgeblich durch die Charakteristik des eingesetzten Substrates beein-
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flusst  werden.  Der  Vergleich  der  Gelbildungseigenschaften  zwischen  bovinem 
Chymosin und kamelbasiertem Chymosin wurde einerseits durch das zur Aktivitätsbe-
stimmung und andererseits durch das zur Gelbildung verwendete Substrat beeinflusst. 
Aufgrund  der  komplexen  Eigenschaften  von  Milch  ist  die  Nachvollziehbarkeit  der 
Ergebnisse zweier mit verschiedenen Substraten erfolgten Studien eingeschränkt. Um 
einen reproduzierbaren Vergleich der Enzymaktivitäten von Chymosin aus Rind und 
Kamel zu erreichen, ist ein Standard für kamelbasiertes Chymosin erforderlich. Dies 
würde  die  Abweichungen  in  der  Gelfestigkeit  auf  das  zur  Gelbildung  angewendete 
Substrat beschränken. 
Zusätzlich muss die eingesetzte Calciumkonzentration in Betracht gezogen werden. 
Während der Untersuchungen zeigte sich eine geringere Calciumsensitivität für Chy-
Max® M. Nach Reduktion der Calciumchloridzugabe von 0,1 g/L auf 0 g/L zu boviner 
Kesselmilch und ESL-Milch wurde eine höhere Gelfestigkeit im Vergleich zu bovinem 
Chymosin und mikrobiellen Substituten beobachtet (Tabelle 4.7). 
4.5.3 Kombination von Methoden
Die Abbildung der primären und sekundären Phase der Labgerinnung wird durch die 
beschriebenen Methoden hinreichend ermöglicht. Die Kombination der Ergebnisse von 
Viskositäts-, Flockungszeit- und Gelfestigkeitsbestimmung zeigen jedoch noch weitere 
Aspekte auf und lassen sich mit weiteren Methoden wie beispielsweise Farbmessung 
während der  Gelbildung ergänzen.  Dadurch können die  Kenntnisse hinsichtlich  der 
Koagulationsmechanismen  erweitert  werden.  Der  Zusammenhang  zwischen  den 
einzelnen Methoden wurde in rekonstituierter Magermilch vom Typ Alpavit  nach der 
Zugabe von 40 IMCU/L Chy-Max® bei pH 6,5 und 32 °C bewertet.  Abbildung 4.21 
stellt den Viskositätsverlauf und den Flockungszeitpunkt im Vergleich zur Gelfestigkeit 
nach der Enzymzugabe dar. Der Flockungspunkt war unabhängig vom eingesetzten 
Enzym im linear ansteigenden Bereich der Viskositätskurve lokalisiert. Die beobachtete 
Größenzunahme der Micellenaggregate innerhalb weniger Sekunden erklärt sich durch 
eine sprunghafte Zunahme der Aggregationsrate (Dalgleish et al.,1993). Zum Zeitpunkt 
Tabelle 4.7: Relative Gelfestigkeit G'40 bei 0 g/L Calciumchloridzugabe zu Kessel- und ESL-
Milch im Vergleich zur Festigkeit bei 0,1 g/L Calciumchlorid für ausgewählte Gerinnungsenzyme
CM [%] MA [%] BP [%] F7 [%]
ESL-Milch 89,8 ± 1,3 88,1 ± 1,1 87,7 ± 2,8 86,0 ± 1,5
bovine Kesselmilch 73,5 ± 3,6 65,1 ± 0,4 64,5 ± 0,8 41,9 ± 1,2
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der ersten visuell wahrnehmbaren Flocken wurde unter den gewählten Bedingungen 
für rekonstituierte Magermilch eine Viskosität von 7,24 ± 0,45 mPa·s (n = 54) ermittelt. 
Die zu Beginn der Aggregation wahrgenommene Verdickung des Milchfilms geht dabei 
kontinuierlich in eine Ausbildung von mikroskopisch kleinen zu größerer Aggregaten 
über.  Der  als  Flockungszeit  detektierte  Punkt  unterliegt  damit  der  subjektiven 
Einschätzung  der  durchführenden  Person.  Unter  diesem  Gesichtspunkt  stellt  die 
Ermittlung des Viskositätsverlaufes mittels  Rotationsrheometrie  eine von subjektiver 
Einschätzung unabhängige Methode dar, den Aggregationsbeginn festzustellen (Jacob 
et  al.,  2011b;  Anhang 4).  Die  Streuung der  Einzelwerte  ermittelter  Flockungszeiten 
können so möglicherweise reduziert  werden.  Die Flockungszeiten von Enzympräpa-
raten  nehmen  wiederum  in  der  Bestimmung  der  Labstärke  und  folglich  auch  zur 
Quantifizierung des Enzymeinsatzes eine zentrale Rolle ein. 
Wird  der  Viskositätsverlauf  in  Bezug  Gelfestigkeit  gesetzt,  wird  eine  zeitliche 
Überschneidung  von maximaler  Viskosität  und Gelbildungsbeginn  tg mit  G'  =  1  Pa 
beobachtet (Abbildung 4.28). Die Ergebnisse liefern einen Hinweis dafür, dass unmit-
telbar vor diesem Zeitpunkt vor allem längliche Aggregate von gestreckter Form mit 
einer  Größe von etwa 10 Micellen  existieren (Horne & Banks,  2004;  Lehner  et  al., 
1999). Ohne konstante Scherung erfolgte bei oszillierenden Messungen im weiteren 
Verlauf die Ausbildung einer dreidimensionalen Netzwerkstruktur, während an diesem 
Punkt  bei  der  Rotationsrheometrie  die  Zerstörung  der  ausgebildeten  Strukturen 
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Abbildung 4.28: Zusammenhang zwischen Gelfestigkeitsverlauf G' (—), Viskosität (-·-), 
Flockungs- und Gelbildungspunkt tg (A) und dem relativen Weißgrad Wb(●) (B) bestimmt in 
rekonstituierter Magermilch (Alpavit, pH 6,5, 32 °C, 40 IMCU/L). Die Ergebnisse von A und B 
stammen aus zwei verschiedenen Ansätzen und können nicht direkt verglichen werden. 
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einsetzte.
Unterstützt wurde die Vermutung des Überganges separater Aggregate in eine dreidi-
mensionale  Netzwerkstruktur  durch  die  Analyse  des  zeitlichen  Verlaufes  des 
Weißgrades Wb  während der Koagulation. Dieser wird in  Abbildung 4.28  in Relation 
zur Milch ohne Enzym (= 100 %) angegeben. Nach Enzymzugabe sanken die Werte 
kontinuierlich,  wobei  zwei  markante Änderungen im Reflexionsverhalten  beobachtet 
wurden. Die Darstellung wird durch Hilfslinien unterstützt, deren Schnittpunkte einer-
seits vor Beginn der Gelbildung und andererseits bei einer  Gelfestigkeit von 1 bis 2 Pa 
zu beobachten sind. Ursache der Änderung des Weißgrades stellen strukturelle Verän-
derungen der Micellen  dar.  Die Lichtstreuung an kolloidal  gelösten Partikeln besitzt 
nach den Gesetzmäßigkeiten von Rayleigh einen Bezug zu deren Durchmesser. Die 
Abnahme  der  Streuung  resultiert  aus  der  einsetzenden  Aggregation,  wobei  eine 
indirekte Proportionalität zwischen Zunahme der Partikelgröße und Abnahme der Licht-
streuung vorliegt (Hardy & Fanni, 1981). 
Die erste Änderung des Reflexionsverhaltens zeigt sich etwa zum Zeitpunkt, an dem 
die Viskosität  ansteigt  und deutet somit  auf eine beginnende Aggregation zwischen 
den  Micellen  hin.  Die  zweite  Änderung  bei  einer  Gelfestigkeit  von  1  -  2  Pa 
kennzeichnet  den  Übergang  von  Micellenaggregaten  mit  geringer  Größe zu  einem 
homogenen Milchgel.  Dabei  tritt  eine starke Änderung der Eigenschaften der Licht-
streuung ein, die in einer Änderung der Steigung des Weißgrades resultierte. Nach der 
Ausbildung eines dreidimensionalen Caseinnetzwerkes ändert sich die Lichtstreuung 
nur  gering,  da  die  Partikelgröße  durch  einsetzende  Umlagerungsvorgänge  keinen 
wesentlichen Änderungen unterliegt.
Die  dargestellten  Zusammenhänge  gelten  im  untersuchten  System  rekonstituierte 
Magermilch vom Typ Alpavit. Eine Variation des Substrates und dessen Inkubationsbe-
dingungen stellen einen weiteren interessanten Ansatzpunkt für nachfolgende Untersu-
chungen dar. Besonders hervorzuheben ist an dieser Stelle der potentielle Erkenntnis-
gewinn durch erweiterte Viskositätsstudien bei Variation der Substrate. Diese bieten 
einen interessanten Ansatz, um physikalische und chemische Einflüsse auf die Aggre-
gationskräfte zwischen den Micellen besser zu verstehen und mögliche Unterschiede 
in der Primärphase der Labgerinnung bei Einsatz von Gerinnungsenzymen verschie-
dener Herkunft aufzuzeigen.
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4.6 Tertiäre Phase der Labgerinnung
Die tertiäre Phase der Labgerinnung ist durch Umlagerungsvorgäge gekennzeichnet, 
die in einer höheren Kompaktheit der Netzwerkstruktur resultiert. Eine Abgrenzung von 
der sekundären Phase der Labgerinnung ist  nicht  möglich,  da die dreidimensionale 
Netzwerkstruktur ein dynamisches System darstellt, welches kontinuierlichen Verände-
rungen unterliegt (Horne & Banks, 2004). Die fortschreitende Partikelfusion führt zum 
Austritt von Molke aus den verkleinerten Hohlräumen des Milchgels, was als Synärese 
bezeichnet wird (Mellema et al., 2002).
4.6.1 Penetrationsversuche
Die Penetrationsversuche dienten zur Charakterisierung mechanischer Eigenschaften 
eines bereits ausgebildeten Milchgels. Beim Eindringen des Prüfkörpers werden alle 
Bindungen  bis  zur  Belastungsgrenze  gedehnt  und  anschließend  zerstört.  Für  die 
aufgenommenen  Kraft-Weg-Kurven  wurden  zwei  Kennwerte  bestimmt 
(Abbildung 4.29).  Zum einen wurde der  Kraftanstieg bis  zu einer  Eindringtiefe von 
etwa 1,0 mm und zum anderen die maximal gemessene Kraft unmittelbar am Belas-
tungsbruch  des  Gels  (Änderung  des  Kurvenanstiegs)  ermittelt.  Beide  Kennwerte 
stellen ein Maß für die Festigkeit der Milchgele dar. Die Versuche wurden mit  rekonsti-
tuierter Magermilch (Alpavit) nach einer Gelbildungszeit von 40 min durchgeführt. Wie 
bereits  für  oszillierende  Messungen  beschrieben,  wurde  auch  in  diesen  Untersu-
chungen eine signifikante Abhängigkeit  der Gelfestigkeit  von der Gelbildungstempe-
ratur  beobachtet  (Abbildung  4.30).  Vergleichbare  Ergebnisse  wurden  bei  pH  6,6 
Abbildung 4.29: Beispiel für eine in Penetrationsversuchen ermittelte Kraft-Weg-Kurve mit 
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erzielt (nicht dargestellt). Für chymosinbasierte Enzyme wurde sowohl ein signifikant 
höheres Kraftmaximum (P < 0,05) als auch ein signifikant größerer Kraftanstieg (P < 
0,05)  gegenüber  mikrobiellen  Substituten  ermittelt.  Innerhalb  dieser  zwei  Enzym-
gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede detektiert. Die Penetrationsuntersu-
chungen bestätigten damit die Ergebnisse der oszillierenden Messungen. Obwohl die 
Penetration als zerstörende Methode den Vorteil bietet, alle existierenden Bindungen 
zu beanspruchen, wurden mit dieser Methode in dem Fall keine ergänzenden Informa-
tionen gewonnen. 
Eine Korrelationsanalyse mit  den Kennwerten Anfangsanstieg und Maximalkraft  der 
Penetration  und  Speichermodul  G'40 aus  der  Oszillation  nach  der  Gelbildung  mit 
BioRen® Classic  80L150  resultierte  in  R  >  0,95.  Die  Korrelation  zeigt,  dass  die 
Bindungen,  welche  einen  Beitrag  zum  Caseinnetzwerk  leisten,  durch  oszillierende 
Messungen  hinreichend  charakterisiert  werden  können.  Die  Penetrationsanalyse 
wurde daher nicht auf alle untersuchten Präparate angewendet.
4.6.2 Empirischer Schneidzeitpunkt
Diese Untersuchungen dienten der Überprüfung der Gelfestigkeit, bei der während der 
Käseherstellung das Schneiden des Bruches erfolgt. Zu diesem Zweck wurden Gele 
aus  rekonstituierter  Magermilch  (Alpavit)  und  Kesselmilch  unter  denselben  Bedin-
Abbildung 4.30: Kennwerte der Penetration von Magermilchgelen (Alpavit, pH 6,5) in Abhän-
gigkeit von der Gelbildungstemperatur für bovine Präparate (offene Symbole) und mikrobielle 
Substitute (volle Symbole), BC (□), BP ( ∆ ), CC (○), F2 (●), CX (■), (n = 5). Die Anordnung der 
Symbole erfolgte für die jeweilige Temperatur leicht versetzt. Die mittleren Variationskoeffizi-
enten betragen 10,9 % (Kraftanstieg) und 7,7 % (Kraftmaximum)
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gungen (pH 6,5, 31,5 °C) hinsichtlich des Schneidzeitpunktes und rheologisch charak-
terisiert.  Die  Schneidzeitpunktbestimmung  wurden  von  einem  Käser  an  der  BAM 
Rotholz, wie in der Käseherstellung üblich, anhand einer empirischen "Messerprobe" 
durchgeführt. Gleichzeitig wurden die Eigenschaften der Milchgele zum Zeitpunkt des 
Bruchschneidens beurteilt. Nach etwa 17 min ± 40 s (n = 2) wurde aus  Kesselmilch ein 
schnittfestes,  glatt  brechendes  Gel  mit  den  am  Schneidzeitpunkt  typischen  Eigen-
schaften erhalten. Im Gegensatz dazu zeigte das Substrat Magermilch nach 22 min ± 
50 s (n = 4) zwar ein glatt brechendes Gel, das jedoch als weich und schwammig und 
damit  als  nicht  käsereitauglich  eingestuft  wurde.  Ein  zu  weiches  Gel  wird  beim 
Schneiden durch die Messer zerrissen,  wodurch ein hoher Verlust an Caseinbruch-
stücken  (Käsestaub)  mit  der  Molke  resultiert  (Walstra  et  al,  2006).  Oszillierende 
Messungen der im Schneidversuch verwendeten Milch unter denselben Bedingungen 
bestätigten  die  empirisch  ermittelten  Unterschiede  am  Schneidzeitpunkt.  Mager-
milchgele wiesen zum festgelegten Schneidzeitpunkt eine Gelfestigkeit G' von etwa 1,5 
Pa auf.  Ähnliche Schneidfestigkeiten von 1,0 - 3,3 Pa für  Gele aus rekonstituierter 
Magermilch bei pH 6,5 wurden bereits in früheren Studien ermittelt (López et al., 1998). 
Im Gegensatz dazu beschrieben Walstra et al. (2006) eine Schneidfestigkeit von 20 Pa 
bei  der  Verwendung  von Kesselmilch.  Diese deutlich  höhere Festigkeit  ist  auf  das 
verwendete  Substrat  zurückzuführen.  In  der  vorliegenden  Studie  wurde  mit  der  im 
Schneidversuch eingesetzten Kesselmilch eine Gelfestigkeit von ca. 24 Pa zum festge-
legten Schneidzeitpunkt ermittelt.
4.6.3 Molkenlässigkeit
Die  Molkenlässigkeit  des  Labgels  nach  dem Bruchschneiden  stellt  einen  entschei-
denden  Parameter  bei  der  Käseherstellung  dar.  Sie  beeinflusst  entscheidend  die 
Trockenmasse des Käsebruchs und übt  dadurch auch Einfluss auf  die Käsereifung 
aus.  Abbildung  4.31 stellt  die  Ergebnisse  zweier  Methoden  zur  Bestimmung  der 
Molkenlässigkeit nach einer Gelbildung bei pH 6,5 und 31,5 °C mit Kälberlab, FPC und 
mikrobiellem Substitut  dar.  Zum einen wurde die  Zentrifugationsmethode in Abhän-
gigkeit  der Gelbildungszeit  angewendet.  Zum anderen erfolgte die Bestimmung der 
Synärese mittels Absorptionsmethode (Büeler et al., 1997) nach einer Gelbildungszeit 
von 40 min. Der Einsatz der Absorptionsmethode bietet gegenüber der Zentrifugation 
den Vorteil,  dass die Molkenabgabe eines Bruchteilchens als Synäreserate über der 
Zeit simuliert und als Reaktion erster Ordnung beschrieben werden kann, wobei die 
Absolutwerte vor allem von der Temperatur und nur in geringerem Ausmaß vom pH 
abhängen (Djemek  & Walstra, 2004; Everard et al., 2008; Hansen et al., 2010). Bei 
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Anstieg der Gelbildungstemperatur von 31,5 auf 33,0 °C wurde mit beiden Methoden 
eine erhöhte Synärese erzielt (Ergebnisse nicht dargestellt). Auch durch eine längere 
Gelbildungszeit  wird  die  Synärese  gefördert.  Es  zeigte  sich  bereits  nach  einer 
Steigerung von 40 min auf 60 min eine um 1,8 ± 0,2 % (P < 0,05) erhöhte Molkenläs-
sigkeit.  Nach  140  min  Gelbildung  wurde  eine  5-fache  Steigerung  beobachtet.  Mit 
zunehmender Alterung der Milchgele kommt es durch Ausbildung stärkerer Bindungen 
zwischen  den  Caseinpartikeln  und  vermehrten  Umlagerungsvorgängen  zu  einer 
Komprimierung  des Caseinnetzwerkes.  Die   Verkleinerung  der  Hohlräumen  im Gel 
bewirkt  einen erhöhten Druckgradienten zwischen der eingeschlossenen Molke und 
der  Umgebung,  wodurch  die  Synärese  entscheidend  beeinflusst  wird  (Djemek  & 
Walstra, 2004; Mellema et al., 2002; Walstra et al., 2006). 
Unabhängig  von der  verwendeten Methode wurden unter  Einsatz  von chymosinba-
sierten Präparaten und mikrobiellen Substituten dieselben Ergebnisse erzielt. Sowohl 
mit Kälberlab als auch mit mikrobiellem Substitut folgt die relative Synärese über der 
Zeit einem identischen Verlauf. Dies bestätigt die Resultate früherer Untersuchungen 
(Djemek  & Walstra,  2004). Auf  Grundlage  der  Ergebnisse  wurde  während  der 
Käsungsversuche  von  einer  vergleichbaren  Molkenabgabe  des  Käsebruchs, 
verbunden mit  gleicher  Bruchtrockenmasse des mit  verschiedenen Enzymen produ-
zierten Rohkäses ausgegangen. Diese Annahme bestätigte sich bei der Herstellung 
von Käse im kommerziellen Maßstab und stellte die Voraussetzung für ein identisches 
Reifungsverhalten der Versuchskäse dar.
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Abbildung 4.31: Synärese mittels Zentrifugationsmethode (A) in Abhängigkeit der Gelbil-
dungszeit für F2 (●), BC (○) und CM (□), (n = 5) sowie Synärese mittels Absorptionsmethode 
(B) in Abhängigkeit von der Synäresezeit nach 40 min Gelbildung für F2 (●) und BC (○), (n = 8), 
mit leicht versetzter Darstellung der Symbole
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4.7 Käseausbeute
Aufbauend  auf  der  umfassenden  Charakterisierung  der  Enzyme  hinsichtlich  deren 
unspezifischer  proteolytischer  Aktivität  und  deren  Gelbildungseigenschaften  wurden 
Kälberlab und mikrobielles Substitut für Käsungsversuche im Labor-, Pilot- und Indus-
triemaßstab  eingesetzt.  Dabei  wurde  der  Einfluss  der  Enzympräparate  auf  die 
Käseausbeute und Käsequalität untersucht. 
4.7.1 Käseausbeute im Labormaßstab
Für  die  Käsungsversuche  im  Labormaßstab  wurde  zunächst  rekonstituierte  Mager-
milch (Alpavit) bei 31,5 °C, pH 6,5 mit Fromase® 220XL und BioRen® Classic 80L150 
(40 IMCU/L) dickgelegt.  Die weichen,  schwammigen Gele zerfielen beim Schneiden 
und anschließendem Rühren. Dabei entstand Käsestaub in sehr verschiedener Menge 
und Größe, wodurch die Reproduzierbarkeit eingeschränkt war. Für BioRen® Classic 
80L150 wurde pro kg eingesetzter Magermilch eine Masse an wasserfreiem Bruch von 
45,84 ± 1,44 g ermittelt (n = 10). Fromase® 220XL zeigte in den Versuchen mit 45,99 ± 
1,05  g pro kg Magermilch vergleichbare Werte (n = 10). Die Standardabweichungen 
mit   Magermilch (etwa 3 %) ermöglichten keine Detektion der in der Literatur beschrie-
benen Unterschiede von 0,3 - 0,7 % (Emmons et al., 1990, Ustunol & Hicks, 1990). 
Das Substrat erwies sich somit als ungeeignet für die Käsungsversuche.
Für weitere Versuche wurde frische Kesselmilch von einer lokalen Molkerei bezogen. 
Das aus Kesselmilch hergestellte Gel wies nach Zugabe von jeweils 40 IMCU/L für 
beide Enzyme innerhalb von 20 - 23 min die typische Schneidfestigkeit und Charakte-
ristik auf. Mit Hilfe rheologischer Messungen wurde der Schneidzeitpunkt entsprechend 
an die unterschiedliche Gelfestigkeit angepasst.  Abbildung 4.32 stellt die Ermittlung 
des  Schneidzeitpunktes  bei  gleicher  Enzymzugabe  für  die  Laborversuche  und  die 
Festlegung der Enzymzugabemenge bei gleichem Schneidzeitpunkt für die weiteren 
Käsungsversuche dar. Die Bruchbereitung wurde im Unterschied zu den Versuchen im 
größeren Maßstab ohne Zugabe von Säuerungs- und Reifungskulturen, sondern unter 
Zugabe  von  Milchsäure  realisiert.  Dadurch  erfolgte  während  der  Dicklegung  keine 
weitere pH-Absenkung aber auch keine Reifung des gepressten Bruchs. Die Trocken-
masse der Ausgangskesselmilch für die 4 Versuchstage variierte je nach Tagespro-
duktion der Molkerei zwischen 117,0 - 129,6 g/kg, weshalb an jedem Versuchstag ein 
Ansatz mit Kälberlab und ein Ansatz mit mikrobiellem Gerinnungsenzym in randomi-
sierter Reihenfolge eingelabt  wurde. Für die Berechnung der Wiederfindungsrate an 
Protein-  und  Gesamttrockenmasse  wurde  die  Ausgangsmasse  an  Milch  sowie  die 
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Bruchmasse  einbezogen.  Die  Masse  der  Molke  errechnete  sich  als  Differenz  von 
Bruchmasse und eingesetzter  Milchmasse.  Als Wiederfindungsrate der eingesetzten 
Trockensubstanzmenge wird dabei  die Summe aus Molke- und Bruchtrockenmasse 
bezeichnet. 
Diese wiesen mit 99,4 % und 101,3 % eine akzeptable Schwankungsbreite auf. Die 
Ausbeute stellt das Verhältnis von Trockensubstanz im Bruch zu eingesetzter Milchtro-
ckenmasse dar und berechnet sich nach:
      mB · TMB
Ausbeute [%] = (4.2)
      mMi · TMMi
wobei mB die Bruchmasse, TMB die Bruchtrockenmasse und mMi und TMMi die Masse 
und Trockenmasse der Milch bezeichnen.  Da die proteolytische Aktivität von Gerin-
nungsenzymen  einen  entscheidenden  Einfluss  auf  die  Ausbeute  besitzt,  wurde 
zusätzlich der Proteinübergang von der Milch in den Bruch berechnet. Dabei wurde TM 
durch die Gesamtproteingehalte von Milch und Bruch gemäß Gleichung (4.2) ersetzt.
Für  alle  4  Versuchsansätze  im  Labormaßstab  wurde  mit  Kälberlab  eine  höhere 
x IMCU/L
x IMCU/L
(x-y) IMCU/L
G' [Pa]
Zeit [min]
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Abbildung 4.32: Schematische Gelbildungskurvenmit verschiedenen Mengen an Kälberlab 
(durchgezogene Kurve und Unterstreichung) und mikrobiellem Substitut (gestrichelte Kurve und 
Unterstreichung), offene Symbole: gleiche Enzymkonzentration (x IMCU/L), eingesetzt im 
Labormaßstab wobei die Schneidzeit angepasst wurde (a), geschlossene Symbole: gleiche 
Schneidzeit, eingesetzt in Pilot- und Industriemaßstab, Enzymaktivität von Kälberlab wurde 
reduziert (x-y), um eine vergleichbare Festigkeit am gegebenen Schneidzeitpunkt (b) zu 
erreichen
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Ausbeute an Bruchtrockenmasse im Vergleich zum mikrobiellen Substitut ermittelt. Der 
Unterschied war signifikant mit P < 0,05 und betrug 0,74 ± 0,31 %. Diese Differenz 
konnte hauptsächlich auf eine höhere Proteinausbeute bei Einsatz von Kälberlab von 
0,68 ± 0,11 % zurückgeführt werden (P < 0,05). Eine Zusammenstellung der ermit-
telten Daten und Versuchsparameter bezüglich Milch, Bruch und Molke finden sich in 
Anhang 2 (Jacob et al., 2010b). Die Analyse der Molke bei Zusatz von Kälberlab im 
Vergleich zum mikrobiellen Substitut ergab eine um 1,39 ± 0,6 % geringere Trocken-
masse sowie einen niedrigeren Gehalt an Gesamtstickstoff (0,76 ± 0,38 %). Der Unter-
schied zwischen den Werten war jedoch nicht signifikant (P > 0,05). Zur Abschätzung 
der unspezifischen proteolytischen Aktivität der Enzyme wurde zusätzlich der Anteil an 
TCA-löslichem Stickstoff  in  der  Molke  quantifiziert.  In  3 von 4 Ansätzen wurde ein 
höherer Gehalt an Aminokomponenten bei Einsatz von mikrobiellem Substitut ermittelt. 
Die mittlere Differenz betrug dabei 2,7 %, wies jedoch keine Signifikanz auf (P > 0,05).
In  weiteren  Versuchen  im  Labormaßstab  wurde  pasteurisierte  und  homogenisierte 
ESL-Milch mit einem Fettgehalt von 35 g/kg auf ihre Eignung als alternatives Substrat 
zur  Kesselmilch  überprüft.  Als  Vorteil  gegenüber  Kesselmilch  weist  ESL-Milch  bei 
relativ geringer thermischer Belastung eine höhere Emulsions- und mikrobiologische 
Stabilität sowie einen standardisierten Gehalt an Inhaltsstoffen auf, was eine reprodu-
zierbare  Versuchsdurchführung über  mehrere Tage ermöglicht.  In  den Käsungsver-
suchen wurde in randomisierter Reihenfolge mit je 40 IMCU/L Fromase® 220XL und 
BioRen® Classic  80L150  eingelabt  und das Gel  unter  Anpassung  des Schneidzeit-
punktes (20 - 23 min) bei einer Festigkeit von etwa 20 Pa definiert geschnitten. Die 
Gelbildung  sowie  die  Eigenschaften  des  ausgebildeten  Gels  zum Schneidzeitpunkt 
zeigten eine der  Kesselmilch  vergleichbare  Charakteristik.  Für  die  Versuche  wurde 
Milch aus zwei verschiedenen Chargen eingesetzt, die mit 124,0 ± 0,26 g/kg und 125,8 
±  0,27  g/kg  signifikant  verschiedene  Trockenmassen  aufwiesen  (P  <  0,05).  Die 
Auswertung  der  Ausbeuteuntersuchungen  erfolgte  daher  in  Abhängigkeit  von  der 
eingesetzten Milch (Tabelle 4.8). Auf die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes des 
Bruchs  wurde  in  dieser  Versuchsreihe  verzichtet,  zur  Abschätzung  von  Proteinver-
lusten diente die Detektion des Gesamtstickstoffgehaltes der Molke.  Auch mit  ESL-
Milch  wurde bei  Einsatz  von Kälberlab  im Vergleich  zu mikrobiellem Substitut  eine 
höhere Ausbeute erzielt. In diesem Zusammenhang wurde auch ein geringerer Protein-
verlust mit der Molke beobachtet. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (P > 
0,05). Die im Versuch 1 ermittelte Ausbeutedifferenz von 2,00 % lag deutlich über dem 
Erwartungswert aus der Literatur und muss mit einer hohen Standardabweichung in 
Verbindung gebracht werden. Der aus ESL-Milch gewonnene Bruch zeigte eine zum 
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Kesselmilchbruch vergleichbare Charakteristik und Trockenmasse. Eine grundsätzliche 
Eignung des Substrates für Käsungsversuche war somit gegeben. Im Versuch 2 wurde 
die  Handhabung  des  Fertigers  gegenüber  Versuch  1  optimiert  und  mit  einem  um 
0,43 % höherem  Übergang  an  Trockenmasse  ein  vergleichbarer  Wert  zu  früheren 
Studien ermittelt (Emmons et al., 1990; Unustol & Hicks, 1990).
4.7.2 Käseausbeute im Pilotmaßstab
Die  Laborexperimente  wurden  in  weiteren  Käsungsversuchen  auf  einen  größeren 
Maßstab (450 L) übertragen. Im Unterschied zu den Laborversuchen wurde die einge-
setzte Enzymmenge in der Weise variiert, dass in Anlehnung an die Großproduktion für 
beide  Präparate  eine  vergleichbare  Schneidzeit  von  etwa  23  min  resultierte 
(Abbildung 4.32).  Mittels  vorheriger  rheologischer  Messungen wurde eine Zugabe-
menge von 44,5 IMCU/L Fromase® 750XLG und 38,5 IMCU/L BioRen® Classic 80L150 
ermittelt.  An einem Versuchstag wurden  jeweils  beide Enzyme für  je  einen Ansatz 
verwendet. Die Entnahme der Kesselmilch erfolgte für beide Ansätze aus einem Tank, 
um Unterschiede in der Milchzusammensetzung auszuschließen. Die Ausbeute wurde 
in diesen Experimenten als Käsetrockenmasse [kg] ausgedrückt, die aus Verkäsung 
von 100 L Kesselmilch resultierte und stellt deshalb einen Summenparameter aus Fett- 
und  Proteinübergang  dar.  Als  Grundlage  der  Ausbeuteberechnung  diente  die 
Bestimmung von Milchmenge und Käsemasse, die Trockenmasse von Käse, Milch und 
Molke sowie deren Gesamtstickstoffgehalt. Auch die während der Überführung in die 
Pressformen anfallenden kleinen Bruchteilchen wurden erfasst und in die Kalkulation 
einbezogen.  Eine  Zusammenstellung  der  Daten dieser  Versuche wird  in  Anhang  2 
(Jacob et al., 2010b) sowie in Anhang 3 (Jacob et al., 2009) wiedergegeben. Da sich 
Fett-  und  Proteingehalt  der  Milch  je  nach  Käsesorte  der  Tagesproduktion  in  der 
Versuch 1 (n = 4) Versuch 2 (n = 3)
BC F2   Δ* BC F2    Δ*
Bruch TM [g/kg] 392,2 ±11,7 390,3 ± 4,85 403,2 ± 4,56 407,8 ± 1,72
Ausbeute Trocken-
Substanz pro 100L 
Milch [kg] 6,74 ±  0,15 6,61 ± 0,07 2,00 6,84 ± 0,07 6,81 ± 0,02 0,43
Gesamtstickstoff
Molke [g/kg] 1,39 ±  0,02 1,40 ± 0,02 -0,38 1,43 ± 0,01 1,46 ± 0,73 -1,56
Δ* prozentuale Differenz, Fromase = 100 %
Tabelle 4.8: Ergebnisse der Ausbeuteuntersuchungen mit F2 im Vergleich zu BC im Labor-
maßstab mit ESL-Milch 
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Molkerei unterschieden, variierte die Ausbeute zwischen Versuchstag 1 (7,147 (BC) / 
7,124 (FG) kg/100 L), 2 (7,330 (BC) / (FG) 7,283 kg/100 L) und Versuchstag 3 (5,880 
(BC) / 5,857 (FG) kg/100 L). In den Experimenten im Pilotmaßstab wurde an allen drei 
Versuchstagen eine höhere Ausbeute an Käsetrockenmasse für Kälberlab im Vergleich 
zu mikrobiellem Substitut erzielt. Die mittlere Ausbeutedifferenz an Käsetrockenmasse 
betrug dabei 0,51 ± 0,258 % und war signifikant (P < 0,10). In Korrelation dazu wurde 
im Falle von Kälberlab ein um 0,88 ± 0,13 % geringerer Übergang an Feststoffanteilen 
in die Molke ermittelt.  Der Anteil  des detektierten Unterschiedes im Gesamtprotein-
gehalt betrug dabei 0,64 ± 0,119 % (P < 0,05). Dies entspricht einem um 0,45 ± 0,15 % 
erhöhten Proteintransfer von der Milch in Käse bei Einsatz von Kälberlab (P < 0,05). 
Der Übergang von Trockenmasse und Protein aus Milch in Käse und Molke wird in 
Abbildung 4.33 veranschaulicht.
4.7.3 Käseausbeute im Industriemaßstab
Die  Übertragung der  Versuche auf  die  Käseherstellung  im kommerziellen  Maßstab 
erfolgte am Beispiel von Weichkäse vom Typ Camembert und Schnittkäse vom Typ 
Gouda.  Die  Versuche  wurden  durch  analytische  Begleitung  der  Tagesstandardpro-
duktion  der  jeweiligen  Käserei  realisiert,  wodurch  eine  Durchführung  unter  reellen 
Produktionsbedingungen gegeben war. In beiden Käsereien wurde mikrobielles Gerin-
nungsenzym  der  neuesten  Generation  (Fromase® 750XLG)  in  produktionsüblicher 
Abbildung 4.33: Relativer Übergang an Milchtrockenmasse (offene Symbole) und Protein 
(geschlossene Symbole) von Kesselmilch in Käse (Kreise) und Molke (Quadrate) im Pilot-
maßstab (450 L). Unter Einsatz derselben Milch wurde in 3 Versuchen mikrobielles Substitut 
(FG) (= 100 %, Linie) und Kälberlab (Symbole) verwendet.
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Menge  eingesetzt.  Die  Zugabemenge  an  Kälberlab  (BioRen® Classic  80L150)  zum 
Erreichen der gleichen Festigkeit am Schneidzeitpunkt wurde in vorherigen rheologi-
schen Untersuchungen ermittelt (Abbildung 4.32). Die Enzymaktivitäten betrugen  für 
Weichkäse 48 und für  Schnittkäse 43 IMCU/L Milch  an mikrobiellem Substitut  und 
jeweils 38 IMCU/L an Kälberlab.
4.7.3.1 Weichkäse - Camembert
Um die Vergleichbarkeit der Käsungen zu garantieren, wurde bei der Herstellung von 
Weichkäse  Milch  aus  einem  Tank  verwendet,  die  bereits  vor  dem  Einlauf  in  die 
Käsungswannen mit Säuerungs- und Reifungskulturen versetzt wurde. Zum Ausgleich 
des Einflusses eines sinkenden pH während der Milcheinlaufzeit erfolgte die Zugabe 
an Kälberlab und mikrobiellem Gerinnungsenzym alternierend zu jeweils 6 Käsungs-
wannen. Die entstandene Gallerte wurde vor dem Schneiden durch einen geschulten 
Käser  beurteilt  und  zeigte  für  beide  Enzyme  dieselbe  Festigkeitscharakteristik.  Die 
Gesamtkäsemasse pro Wanne nach dem Salzbad wies  mit  56,68 ± 0,776 kg eine 
deutlich  größere  Streubreite  beim  Einsatz  des  mikrobiellen  Gerinnungsenzyms  im 
Vergleich zu 57,24 ± 0,155 kg für Kälberlab auf. Die Trockenmasse der ungereiften 
Käse nach Beprobung je einer Wanne betrug 483,2 ± 9,16 g/kg (n = 6) für Kälberlab 
und 482,6 ± 5,17 g/kg (n = 6) für mikrobielles Substitut. Diese Ergebnisse sprechen für 
die  Umsetzung  gleicher  Produktionsbedingungen  und  stellten  die  gleichen 
Ausgangsparameter für den anschließenden Reifungsverlauf sicher. Nach Entnahme 
dieser Proben wurden die Wannen aus der Ausbeuteberechnung ausgeschlossen, da 
sich die Gesamtmasse aller Käse während der Reifung durch Verdunstungsvorgänge 
verringerte. Die Ausbeute wurde in diesen Untersuchungen wiederum als Übergang 
der Trockenmasse von der Milch in den Käse [kg/100 L Milch] berechnet (Jacob et al., 
2010b; Anhang 2). Für Kälberlab wurde dabei eine Ausbeute von 7,294 ± 0,055 kg/100 
L Milch und für mikrobielles Substitut von 7,208 ± 0,061 kg/100 L Milch ermittelt. Die 
Differenz der Mittelwerte beträgt  damit  1,19 % und ist  signifikant  mit  P < 0,05.  Der 
ermittelte  Proteingehalt  der Molke von 9,09 g/kg für  mikrobielles  Substitut  und 9,05 
g/kg für Kälberlab ließ sich mit  einer kalkulierten Molkenmenge von 326,32 kg und 
325,76  kg  auf  eine  relative  Gesamtdifferenz  von  0,61 % (P  <  0,10)  extrapolieren. 
Möglicherweise ist  im Falle einer Verwendung von Kälberlab auch eine verbesserte 
Fettrückhaltung im Milchgel während der Herstellung von Camembert in Betracht zu 
ziehen. In diesen Untersuchungen wurde jedoch keine Analyse des Fettgehaltes von 
Molke und Käse durchgeführt.
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4.7.3.2 Schnittkäse - Gouda
Die Tagesproduktion der Käserei wurde am Versuchstag mit dem ersten Fertiger unter 
Einsatz von Kälberlab begonnen,  wodurch eine Mischung mit  Käsebruch aus einer 
vorangegangenen Charge ausgeschlossen werden konnte. Die gesamte Milchmenge 
von 102000 L für 6 Fertiger wurde auch in diesen Versuchen in einem Tank vorgelegt, 
wobei die Beigabe der Säuerungs- und Reifungskulturen direkt im Fertiger erfolgte. Die 
Festigkeit  und Charakteristik des Milchgels wurde vor dem Schneiden (23 min nach 
Enzymzugabe) durch einen Käser überprüft. Das Gewicht der produzierten Käseblöcke 
wurde automatisch erfasst und wird in Abbildung 4.34 für alle Fertiger dargestellt. Die 
ersten  Blöcke  der  Tagesproduktion  wiesen  Massen  außerhalb  der  betriebsinternen 
Vorgaben der Käserei von 14,8 - 16,2 kg auf. Die Ursache dieser Unregelmäßigkeit lag 
in einem kurzzeitigen Ausfall der Transportbandanlage, wodurch es zu einer längeren 
Aufenthaltszeit  des  Bruchgemisches  in  der  Casomatiksäule  kam.  Für  weitere 
Käseblöcke  wurde  ein  Gewicht   innerhalb  des  Toleranzbereiches  registriert. 
Abbildung  4.34 stellt  des  weiteren  die  ermittelte  Trockenmasse  der  untersuchten 
Käseblöcke dar. Es ließ sich ein leichter Anstieg innerhalb eines Fertigers beobachten, 
der  durch  die  kontinuierliche  Synärese  des  Bruches  während  der  Lagerzeit  im 
Puffertank verursacht wird. Je länger die Synärese andauert, umso mehr Molke wird 
vom Bruchkorn abgegeben und es resultiert eine erhöhte Käsetrockenmasse (Dejmek 
& Walstra, 2004; Thomann et al., 2008). Die mittlere Trockenmasse und Gesamtbruch-
masse der einzelnen Fertiger variierte in einem engen Bereich, wobei eine geringere 
Streubreite  beim Einsatz  von  Kälberlab  registriert  wurde.  Die  mit  Kälberlab  herge-
stellten Käse wiesen mit  567,05 ± 5,25 g/kg eine signifikant  höhere Trockenmasse 
gegenüber mikrobiellem Gerinnungsenzym mit 563,28 ± 5,40 g/kg auf. Die Berechnung 
der Ausbeute erfolgte auf drei verschiedene Arten. Zum Ersten wurde die Käsemasse 
der  Fertiger  in  Segmente  aufgeteilt,  deren  zentrale  Punkte  die  Käseblöcke  der 
Trockenmassebestimmung  darstellten.  Die  ermittelte  Trockenmasse  des  jeweiligen 
Blockes  wurde  zur  Berechnung  der  Ausbeute  auf  die  in  dem Segment  befindliche 
Käsemasse bezogen. Das für die 6 Segmente aller 3 Fertiger eines Enzyms erhaltene 
Ergebnis  wurde  entsprechend  gemittelt.  Zum  Zweiten  wurde  die  mittlere  Trocken-
masse der Käse eines Fertigers auf die Gesamtkäsemasse dieses Fertigers bezogen 
und die drei Ergebnisse eines Enzyms gemittelt.
Zum Dritten wurde die mittlere Käsetrockenmasse aller drei Fertiger eines Gerinnungs-
enzymes auf die Masse aller mit diesem Enzym produzierten Käseblöcke bezogen. Die 
Berechnungsansätze werden in Anhang 2 (Jacob et al.,  2010b) wiedergegeben.  Als 
Ergebnis aller drei Varianten zeigte sich eine erhöhte Käseausbeute bei Einsatz von 
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Kälberlab im Vergleich  zu mikrobiellem Gerinnungsenzym von etwa 0,5 %. Für die 
Berechnung auf Grundlage der Mittelwerte über alle drei Fertiger einer Sorte wurde 
beispielsweise  eine  Differenz  von  0,54  %  ermittelt  und  für  die  Berechnung  auf 
Grundlage der einzelnen Segmente ergab sich eine Differenz von 0,55 %. 
Die Käsungsversuche im Industriemaßstab bestätigten die bereits im Labor- und Pilot-
maßstab ermittelte signifikante Mehrausbeute an Käsetrockenmasse bei Verwendung 
vom  traditionell  eingesetztem  Kälberlab  im  Vergleich  zur  neuesten  Generation 
kommerzieller  mikrobieller  Substitute  aus Rhizomucor  miehei.  Im Vergleich  zu den 
Resultaten  aus  früheren  Studien  wurden  trotz  einer  stetigen  Verbesserung  der 
Präparate durch die Hersteller vergleichbare Ergebnisse  erzielt. Emmons et al. (1990), 
Emmons (1990),  Harboe & Budtz  (1999)  und Ustunol  & Hicks  (1990)  beschrieben 
Ausbeutedifferenzen  zwischen  0,1  %  und  0,65  %  bei  Vergleich  von  mikrobiellem 
Substitut  mit  Kälberlab.  In  dieser  Studie  wurde  eine  mittlere  Differenz von 0,68  % 
ermittelt,  die  mit  einem  Verlust  an  Caseinfragmenten  mit  der  Molke  einher  ging. 
Aufgrund der in Abschnitt 4.3 dargestellten Ergebnisse, werden diese auf eine höhere 
proteolytische  Aktivität  mikrobieller  Gerinnungsenzyme  während  der  Bruchbereitung 
zurückgeführt.
Abbildung 4.34: Käsemasse (m) pro Block (Linie) während der Käseherstellung im Industrie-
maßstab. Symbole kennzeichnen die Trockenmasse (TM) von jeweils 6 Käseproben pro 
Charge mit Kälberlab BC (offene Symbole) und mikrobiellem Substitut FG (geschlossene 
Symbole), senkrechte Striche stellen beispielhaft die Einteilung in Segmente zur Ausbeutebe-
rechnung dar (siehe Text)
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4.7.4 Käsequalität - Reifungsverhalten
Der  Zusatz  von  Starter-  und  Säuerungskulturen  im  Pilotversuch  ermöglichte  im 
Gegensatz zu den Versuchen im Labormaßstab eine Untersuchung des Reifungsver-
haltens dieser Käse vom Typ Gouda. Für die Beurteilung der Proteolyse während der 
Lagerzeit über 12 Wochen wurde die Freisetzung von Nicht-Protein-Stickstoff (NPN) 
bezogen auf den Gesamtstickstoff sowie elektrophoretische Untersuchungen herange-
zogen. Es zeigte sich für alle Käse ein Anstieg des NPN mit der Reifungszeit, wobei für 
Käse mit mikrobiellem Substitut ein höherer Anteil bezogen auf den Gesamtstickstoff 
detektiert wurde (Tabelle 4.9). Der Unterschied zwischen den Gerinnungsenzymen ist 
nach 12 Wochen Reifungszeit signifikant (P < 0,05). 
Ausgehend  von  einem  identischen  Proteinmuster  direkt  nach  dem  Pressen  des 
Käsebruchs wurde der Abbau der Caseine durch die Enzympräparate auch qualitativ 
beeinflusst.  Das Elektropherogramm der Käseproben zeigte bereits nach 4 Wochen 
Reifungszeit  Unterschiede in der Größe der Fragmente vor allem im Bereich der γ-
Caseine (Abbildung 4.35). Beim Einsatz von mikrobiellem Gerinnungsenzym wies die 
γ-Caseinfraktion  nach  8  Wochen  einen  größeren  Proteinanteil  im  Vergleich  zur 
Verwendung von Kälberlab auf. Während der weiteren Reifung bis 12 Wochen wurden 
die γ-Caseine zum überwiegenden Teil weiter abgebaut. Im mit Kälberlab hergestellten 
Käse wurde nach 8 und 12 Wochen ein höherer Anteil an nativem β-Casein sowie ein 
geringerer  Anteil  an niedermolekularen Abbauprodukten < 12 kDa im Vergleich  zur 
Verwendung  von mikrobiellen  Substituten detektiert.  Diese  Beobachtung  in  Zusam-
menhang mit den Ergebnissen der NPN-Freisetzung über der Zeit ist ein Beweis für 
eine höhere proteolytische Restaktivität des mikrobiellen Gerinnungsenzyms in dieser 
Käsesorte.  Ähnliche  Proteinabbaumuster  wie  für  den  Käse  aus  dem  Pilotversuch 
wurden während des Reifungsverlaufes der im Industriemaßstab produzierten Käse 
beobachtet (Abbildung 4.35). Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Einfluss des 
verwendeten  Gerinnungsenzyms  auf  die  Caseinhydrolyse  während  der  Reifung, 
obwohl das Ausmaß der Proteolyse in entscheidender Weise durch die eingesetzten
Tabelle 4.9: Gesamtstickstoff (GN) und Nichtproteinstickstoff (NPN) für gereiften Schnittkäse im 
Pilotmaßstab, hergestellt mit Kälberlab (BC) und mikrobiellem Substitut (FG)
Käsealter Kälberlab BC Mikrobielles Substitut FG
[Wo]  GN [g/kg] NPN [% von GN]  GN [g/kg] NPN [% von GN]
4  (n = 3) 33,7 ± 1,41 33,9 ± 0,18
8  (n = 3) 34,3 ± 1,87 12,1 ± 0,65 33,7 ± 1,51 13,2 ± 0,67
12 (n = 5) 33,5 ± 1,25 14,5 ± 0,71 34,1 ± 1,67 15,5 ± 0,32
  8,9 ± 0,49   9,0 ± 0,49
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Mikroorganismen bestimmt wird (Law,  2001;  Sousa et  al.,  2001).  Auch in Käse mit 
stark proteolytisch aktiven Kulturen wie Penicillium camemberti war der Enzymeinfluss 
nachweisbar (Ergebnisse nicht dargestellt). Qualitative und quantitative Unterschiede 
im  Fragmentmuster des Caseins durch verschiedene Proteasen wurden auch in den 
Studien  von  Awad  et  al.  (1999),  Broome  et  al.  (2006)  und  Trujillo  et  al.  (2000) 
beobachtet.  Der  im  Pilotversuch  und  im  kommerziellen  Maßstab  produzierte 
Schnittkäse vom Typ Gouda wurde von einem Prüferpanel  nach 8 und 12 Wochen 
Reifungszeit  sensorisch  beurteilt.  Dabei  wurde  ein  paarweiser  Vergleich  bezüglich 
Bitterkeit  zwischen mit  Kälberlab und mit  mikrobiellem Substitut  hergestelltem Käse 
durchgeführt. Sowohl im Pilotversuch als auch im Industriemaßstab produzierter Käse 
wies nach 8 Wochen eine Tendenz zu mehr Bitterkeit bei Einsatz von mikrobiellem 
Substitut  auf.  Nach  12 Wochen Reifung  wurden  diese  Käse als  signifikant  bitterer 
empfunden (Tabelle 4.10). 
Abbildung 4.35: Elektropherogramme von Käseproben vom Typ Gouda, links jeweils Kälberlab 
(BC), rechts mikrobielles Substitut (FG), 1: ungereifter Bruch, 2: Pilotversuch 4 Wo, 3: Pilot-
versuch 12 Wo, 4: Industrieversuch 12 Wo
Tabelle 4.10: Signifikanzniveaus aus paarweisem Vergleich von Schnittkäse aus Pilot- und 
Industrieversuch hinsichtlich Bitterkeit, der mit Kälberlab (BC) und mikrobiellem Substitut (FG) 
hergestellt wurde 
Maßstab Kälberlab mikrobielles Signifikanz
Käsealter [Wo] (BC) Substitut (FG) (zweiseitig)
Pilotmaßstab
8   (n = 66) 31 35 P = 0,710
12 (n = 66) 21 45 P = 0,005
Industriemaßstab
8   (n = 30) 14 16 P = 0,856
12 (n = 30) 8 22 P = 0,016
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Die Menge an Caseinabbauprodukten im Elektropherogramm korreliert mit dem senso-
rischen Eindruck nach der Reifung. Eine gesteigerte Bitterkeit im Käse wird vor allem 
bei  einer  Akkumulation  von  Peptiden  mit  einer  Länge  von  2  bis  23  Aminosäuren 
beobachtet. Ein Großteil der bisher identifizierten Bitterpeptide enthalten einen hohen 
Anteil  an hydrophoben Gruppen (Agboola  et  al.,  2004;  Gomez et  al.,  1997;  Lee & 
Warthesen,  1996).  Obwohl  eine  leichte  Bitternote  im  natürlichen  sensorischen 
Spektrum von gereiftem Käse enthalten ist, kann eine hervorstechende Bitterkeit als 
qualitätsminderndes  Merkmal  die  Verbraucherakzeptanz  deutlich  einschränken.  Für 
Käse mit stark proteolytischen Kulturen wie Camembert spielen diese Vorgänge für die 
Sensorik  des Käses auf Grund der intensiven Reifungsaromen eine untergeordnete 
Rolle. So wurde für den in dieser Studie untersuchten Camembert in zwei stichproben-
artigen  Tests  mit  einer  eingeschränkten  Anzahl  an  Prüfern  keine  Unterschiede 
bezüglich Bitterkeit  festgestellt.  Möglicherweise begünstigt  auch der hohe Fettgehalt 
der Käsesorte (55 % Fett in der Trockenmasse) eine hohe Wahrnehmungsschwelle für 
bittere  Peptide.  Fehlgeschmack  bezüglich  Bitterkeit  wird  dagegen  oft  in  Käse  mit 
reduziertem Fettgehalt beobachtet (Lee & Warthesen, 1996; Singh et al., 2003)
4.7.5 Wirtschaftlichkeitsbetrachtung
Für eine Abschätzung der wirtschaftlichen Bedeutung der Ergebnisse dieser  Studie 
müssen mehrere Einflussfaktoren beachtet werden. Vorteil mikrobieller Gerinnungsen-
zyme ist der geringere Einkaufspreis in Vergleich zu Kälberlabpräparaten, welcher in 
der Praxis auch in entscheidender Weise von der Qualitätsstufe des jeweiligen Enzyms 
und dessen Abnahmemenge abhängt. Die Einsatzmenge an Kälberlab, gemessen an 
der Milchgerinnungsaktivität, kann wiederum zum Erreichen derselben Gelfestigkeit am 
Schneidzeitpunkt um etwa 10 % gegenüber mikrobiellem Substitut reduziert werden. 
Kälberlab bietet zudem den Vorteil  einer höheren Käseausbeute und ein geringeres 
Risiko der Bildung von einem bitteren Fehlaroma, was vor allem bei lang reifenden 
Käsesorten Beachtung finden sollte. Das Gewicht dieser Parameter wird in entschei-
dender Weise vom Milchpreis und vom erzielbaren Käsepreis beeinflusst. Ausgehend 
von  einer  mittleren  Ausbeutedifferenz  von  0,5  %  kann  unter  Einbeziehung  der 
genannten Parameter von einem Mehrerlös von 4 - 6 Euro pro 10000 L Kesselmilch 
ausgegangen werden. Zusätzlich muss der Aspekt der Verbraucherakzeptanz Beach-
tung finden. So wird der Einsatz von Kälberlab vor allem von Konsumenten mit vegeta-
rischer Ernährungsweise als negativ bewertet, was bei dessen Verwendung möglicher-
weise zu Umsatzverlusten führen kann.
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5 Zusammenfassung
Die limitierte Menge an Gerinnungsenzymen aus Kälbermägen führte bereits seit etwa 
1970 zur  Suche nach alternativen Enzymen,  die  aktuell  vor  allem durch Pilze  wie 
Rhizomucor  miehei produziert  werden.  Seither  wurde  durch  die  Hersteller  eine 
Verbesserung der Eigenschaften dieser  mikrobiellen Substitute hinsichtlich Reinheit 
und Thermostabilität angestrebt. Ansatz von neuen Entwicklungen bietet zusätzlich die 
Expression von Chymosin weiterer Wiederkäuer in gentechnisch modifizierten Mikro-
organismen.  Die  Kenntnis  der  Eigenschaften  der  eingesetzten  Gerinnungsenzyme 
sind für  die Käseherstellung von größter  Bedeutung,  da sowohl  Käseausbeute  als 
auch Käsequalität durch deren Aktivität beeinflusst werden.
Ziel  der  Untersuchungen  war  die  Charakterisierung  aktuell  erhältlicher  Enzymprä-
parate  verschiedener  Herkunft  hinsichtlich  molekularer  Zusammensetzung,  spezifi-
scher und unspezifischer Aktivität  und der Gelbildung in verschiedenen Substraten. 
Den  zweiten  Schwerpunkt  stellte  der  Vergleich  von  Kälberlab  und  mikrobiellem 
Substitut hinsichtlich ihrer Auswirkung auf Käseausbeute und -qualität dar.
HPLC-Untersuchungen  in  Verbindung  mit  der  elektrophoretischen  Analyse  ermög-
lichten die Beurteilung der Zusammensetzung der Präparate. Nach der Etablierung 
chromatographischer  Trennbedingungen  wurden  die  Proteinprofile  der  Enzyme 
charakterisiert. Mikrobielle Substitute der neusten Generation wiesen im Gegensatz zu 
herkömmlich  produzierten  Enzymen  keine  detektierbaren  Nebenkomponenten  auf. 
Unabhängig  vom  Reinheitsgrad  zeigten  mikrobielle  Substitute  eines  Herstellers 
vergleichbare  unspezifische  proteolytische  Aktivität.  Alle  mikrobiellen  Substitute 
wiesen eine signifikant höhere unspezifische proteolytische Aktivität im Vergleich zu 
chymosinbasierten  Gerinnungsenzymen  auf.  Die  Quantifizierung  der  TCA-löslichen 
Abbauprodukte aus rekonstituierter Magermilch zeigte eine Steigerung um 300 % bei 
6-facher   Enzymmenge  für  mikrobielle  Substitute.  Unter  identischen  Bedingungen 
betrug die Zunahme an Abbauprodukten für Kälberlab lediglich 50 %. Eine Inkubation 
von Caseinlösungen mit  Enzymen verschiedener Herkunft  zeigte signifikante Unter-
schiede in der Menge an nativen Ausgangscaseinen sowie im Profil  der Abbaupro-
dukte.  Diese  Ergebnisse  unterstützen  die  Resultate  der  Ausbeuteversuche  und 
erklären die sensorischen Unterschiede der mit verschiedenen Enzymen hergestellten 
Käse nach der Reifung.
Bei  der  Koagulation  von  rekonstitutierter  Magermilch  unter  herstellungsüblichen 
Dicklegungsbedingungen (31,5 °C, pH 6,5) wurde ein verminderter Viskositätsanstieg 
sowie ein geringeres Viskositätsmaximum bei Einsatz mikrobieller Gerinnungsenzyme 
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im Vergleich zu Kälberlab und FPC ermittelt. Der Gelbildungsbeginn setzte mit mikrobi-
ellen Substituten verzögert ein und das Gel wies nach 40 min eine geringere Festigkeit 
im  Vergleich  zu  chymosinbasierten  Präparaten  auf.  Folglich  waren  mikrobielle 
Substitute durch geringere Aggregationsgeschwindigkeiten und Gelbildungsraten als 
Kälberlab und FPC gekennzeichnet. Während der  Käseherstellung führt dies entweder 
zu  einer  verlängerten  Dicklegungszeit  oder  einem  Mehreinsatz  an  mikrobiellem 
Substitut gegenüber Kälberlab und FPC zum Erreichen vergleichbarer Gelfestigkeiten.
Die Enzyme verschiedener Herkunft reagierten signifikant verschieden auf den Denatu-
rierungsgrad des eingesetzten Substrates. Während gering erhitzte Milch mit mikrobi-
ellem Substitut signifikant früher flockte, erfolgte die Flockenbildung in stark erhitzter 
Milch im Vergleich zum bovinem Chymosin später. Selbst zwischen zwei als "low-heat" 
deklarierten Magermilchpulvern wurden signifikante Unterschiede ermittelt. In Abhän-
gigkeit des Substrates zeigten sich unterschiedlich stark ausgeprägte Unterschiede in 
der  Gelfestigkeit  zwischen  mikrobiellen  Substituten  gegenüber  Kälberlab  und  FPC. 
Folglich  ist  eine  Übertragung  der  mit  Magermilch  gewonnenen  Ergebnisse  auf  ein 
weiteres  Substrat,  wie  beispielsweise  Kesselmilch,  nicht  uneingeschränkt  möglich. 
Besonders ausgeprägte substratspezifische Unterschiede hinsichtlich  Flockungspunkt, 
Gelbildungsbeginn und Gelfestigkeit wurden für kamelbasiertes Chymosin beobachtet. 
Die  Reaktion  des  Enzyms  auf  den  Denaturierungszustand  der  Milch  zeigte  eine 
Charakteristik,  die  weder  mit  bovinem  Chymosin  noch  mit  mikrobiellem  Substitut 
vergleichbar war. 
Käsungsversuche  im  Labor-,  Pilot-  und  kommerziellen  Maßstab  dienten  zur 
Darstellung der Auswirkungen des Enzymeinsatzes auf Käseausbeute und Käsequa-
lität. Dabei wurde Kälberlab mit einem Chymosinanteil von 80 % im Vergleich zu einem 
mikrobiellen Substitut der neusten Generation verwendet. Beim Einsatz von Kälberlab 
wurde in allen Untersuchungen eine Mehrausbeute an Käsetrockensubstanz erzielt, 
die  je  nach  Käse-  und  Milchpreis  zu  einem  Mehrerlös  beim  Produzenten  führt. 
Während  der  Reifung  wurde  mit  mikrobiellem  Gerinnungsenzym  im  Vergleich  zu 
Kälberlab  ein  höherer  Anteil  an  NPN freigesetzt  und die  Generierung eines  unter-
schiedlichen elektrophoretischen Profils der Caseinabbauprodukte induziert. In einem 
sensorischen Vergleich der im Pilotmaßstab und im kommerziellen  Maßstab herge-
stellten Schnittkäse wurde der mit mikrobiellem Substitut  hergestellte Käse nach 12 
Wochen Reifungszeit als signifikant bitterer empfunden. Dieser Aspekt ist vor allem für 
die Produktion von lang reifenden Käsesorten von Bedeutung.
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Coagulating enzymes are an absolute necessity for the production of ripened cheese varieties. The objec-
tive of this review is to summarise and interpret the latest findings for the most important types of
enzymes, which are animal rennet, genetically engineered chymosin, coagulants of microbial origin, and
plant-derived clotting enzymes. Special emphasis has been placed on aspects of enzyme chemistry and
technology, selected methods for the analysis of coagulants, and the impact of the enzymes on proteolysis,
cheese yield and cheese quality.
Keywords Rennet, Chymosin, Coagulation, Rennet substitute, Cheese.
INTRODUCT ION
As animal skins have long been used to store foods
it was accidental how the conversion from milk to
curd was discovered. Dried calf stomachs or, later,
concentrated or dried enzyme extracts called calf
or animal rennet were developed for a better con-
trolled cheesemaking. Because world cheese pro-
duction increased by a factor of approximately 3.5
(FAO, 2010) since 1961 but rennet supply
decreased because of the limited availability of calf
stomachs, it was necessary to search for substitutes.
Demand for coagulating enzymes started exceed-
ing the supply almost 50 years ago (de Koning
1978) and today, only 20–30% can be covered by
calf rennet. Substitutes with cheesemaking poten-
tial should mimic its specific properties: a high
ratio of clotting activity (i.e. the specificity on
j-casein) to proteolytic activity at pH and tempera-
ture at cheesemaking (Dalgleish 1992; Fox and
Kelly 2004), and a sufficient thermolability to
ensure whey products without remnants of active
coagulant. Many proteases which coagulate milk
do not fulfil these requirements and are therefore
unsuitable for cheesemaking. The most important
rennet substitutes include enzymes of microbial
origin, recombinant proteases metabolised by
genetically modified micro-organisms and plant
proteases. All commercial clotting enzymes are
aspartic proteases (EC 3.4.23.) which specifically
cleave the Phe105–Met106 bond of bovine j-casein
with one exception, a protease from Cryphonectria
parasitica, which cleaves the Ser104–Phe105 bond.
Specific properties of the enzymes may be respon-
sible for differences in off-flavour generation,
cheese yield, or processing time.
The steady increase in world cheese production
keeps the search for appropriate rennet substitutes
in the scientific focus. Genetic engineering may
provide almost unlimited amount of appropriate
coagulants, but there are, besides some consumer
constraints (Grunert et al. 2001; Lähteenmäki
et al. 2002), legal regulations in various European
countries which prohibit the involvement of geneti-
cally modified micro-organisms in the manufacture
of Protected Designation of Origin (PDO) and
organic cheeses (EC 2007). This review gives an
overview of the relevant enzymes in cheesemaking
and current trends in coagulant research.
CHEMISTRY AND PRODUCT ION
TECHNOLOGY
Animal rennet
Animal rennet is traditionally manufactured by
extracting the abomasum, the fourth stomach, of
young ruminants, mainly of calves. Rennet con-
tains chymosin and pepsin in fractions which
depend on the age of the animals when slaugh-
tered, and their previous diet; in commercial prod-
ucts, chymosin varies between approximately 50%
and 95%. Chymosin is known for its high specific-
ity for cleaving the caseinomacropeptide from
j-casein which triggers the destabilisation of the
casein micelles and, therefore, induces milk clot-
ting (Hyslop 2003; Crabbe 2004), whereas pepsin
is much less specific and hydrolyses bonds with
Phe, Tyr, Leu or Val residues (Agudelo et al. 2004;
Papoff et al. 2004).
Calf chymosin is expressed in two major allelic
forms of a single gene locus, which differ only in
one amino acid in position 254 (Asp in chymosin
A; Gly in chymosin B; Donnelly et al. 1984).
Chymosin A (molecular mass: 35.71 kDa) shows
higher enzymatic activity than chymosin B (molec-
ular mass: 35.65 kDa) but undergoes autocatalytic
degradation (Rampilli et al. 1992; Lilla et al.
2005). Early research considered chymosin C as a
degradation product of chymosin A (Danley and
Geoghegan 1988), but other studies showed that
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this form is genetically distinct and a product of a
different allele (Donnelly et al. 1986; Rampilli
et al. 2005; Wislinski and Popielarz 1994). Elec-
trophoretic mobility of chymosin C is similar to
that of variants A and B, but they can be separated
from each other and from A2, a degradation prod-
uct of chymosin A identified in commercial rennet
(Rampilli et al. 2005), by chromatographic meth-
ods. With approximately 20% higher milk clotting
activity than chymosin B, the C variant seems to
be useful for cheesemaking, but the rarity of the
gene is responsible for only low amounts of chym-
osin C in rennet mixtures. For amino sequence and
tertiary structure of aspartic proteases including
chymosin and pepsin, see Chitpinityol and Crabbe
(1998).
In former times the clotting enzyme was
extracted from cleaned and air-dried stomachs by
the cheese-maker by, e.g. soaking them in whey.
Dried vells are still available and almost exclu-
sively used in artisanal cheesemaking. In tradi-
tional Feta cheese production, for example, dried
and salted kid or lamb vells are minced and macer-
ated with various ratios of water and salt, and the
extract is further salted and stored at 4–5C (Mos-
chopoulou et al. 2007). In modern rennet manufac-
ture, the stomachs are frozen immediately after
slaughtering the animals. Commercial extraction,
which was described many decades ago and only
changed in minor details since then, comprises
milling of the raw material, extraction of the
enzymes, activation of the proenzymes at acid pH,
neutralisation, clarification of the extract, and puri-
fication and concentration (Placek et al. 1960).
Kim and Zayas (1991) introduced an ultrasound-
assisted procedure for abomasal tissue extraction;
chymosin activity in such extracts was higher than
in conventional extracts, and no effects on proteo-
lytic activity nor on storage stability were
observed. After optimising ultrasound extraction of
kid abomasa Zhang and Wang (2007) observed a
significantly faster enzyme transfer and increased
enzyme yield.
In the last years much emphasis has been placed
on characterising and improving animal rennet
from other ruminants, especially sheep. Molecular
mass of lamb chymosin is approximately 36 kDa
(Baudys et al. 1988), and the influence of CaCl2
on coagulation properties is comparable with that
of calf chymosin, as is the sensitivity to pH at 6.0–
6.8; however, calf rennet shows a slightly higher
temperature dependency (Rogelj et al. 2001).
Although not highly commercialised, lamb pastes
produced from milk filled stomachs by milling and
subsequent drying, salting and ripening, serve as
coagulants in the manufacture of traditional sheep
milk cheeses in some Mediterranean countries
(Addis et al. 2008). Typical varieties with a
Protected Designation of Origin (PDO) status are
Provolone, Valpadana, Pecorino Romano and Fiore
Sardo in Italy (Addis et al. 2005a,b; Mucchetti
et al. 2009), and Majorero, Roncal, Idiazabal, and
Cabrales in Spain (Bustamante et al. 2003). The
traditional paste preparation procedure has a signif-
icant impact on rennet composition, as has animal
age, precedent diet or slaughtering conditions.
Lamb rennet pastes contain lipolytic enzymes
which initiate free fatty acid formation (Bustaman-
te et al. 2000; Virto et al. 2003), thus giving the
cheeses a sharp, piquant aroma, and which may
also cause a delay in free amino acid liberation
(Hernandez et al. 2009). The lipases comprise
pregastric and gastric esterases; their activity var-
ies, among others, also with the diet (Piredda and
Addis 1998; Addis et al. 2005a; Santillo et al.
2005; Moschopoulou et al. 2009). Probiotic micro-
organisms added to the diet of suckling lambs
(Santillo et al. 2007a,b) resulted in an increase of
the enzymatic activity of rennet paste, especially as
regards the lipases. Probiotics directly applied in
rennet paste ripening have also been shown to
enhance lipolytic and proteolytic activity (Santillo
and Albenzio 2008; Santillo et al. 2009).
Because of the conditions in artisanal lamb paste
production, there are hygienic constraints as these
preparations usually contain a substantial micro-
flora, dominated by lactic acid bacteria (Etayo
et al. 2006; Gil et al. 2007). As a thermal treat-
ment of rennet pastes is not possible, Calvo and
Fontecha (2004) developed a filter sterilisation pro-
cess and the resulting enzyme preparations were
successfully used in semihard cheese production
(Calvo et al. 2007). It is also the physical quality
of raw materials and production conditions which
do largely determine rennet paste activity (Ferran-
dini et al. 2008). The use of rennet paste prepara-
tions and their implication on proteolysis and
lipolysis during cheese manufacture and matura-
tion have been recently demonstrated by, e.g.
Addis et al. (2005a,b), Bustamante et al. (2003),
Calvo et al. (2007), Hernandez et al. (2009), Pirisi
et al. (2007), and Virto et al. (2003). General out-
come of these studies was that the enzymatic capa-
bility of rennet pastes is responsible for specific
quality attributes of traditional autochthonous
cheeses, but that regulation and standardisation in
technology is highly desirable to preserve these
characteristics.
Only few studies are available on kid and buf-
falo rennet. There are descriptions where chymosin
was extracted from abomasal tissues of kid and
buffalo calves and purified and characterised in
laboratory scale (Mohanty et al. 2003; Kumar
et al. 2006; Moschopoulou et al. 2006; Zhang and
Wang 2007). Kid chymosin has a molecular weight
of approximately 36 kDa, a maximum milk clot-
ting activity at 30C and pH 5.5 and a remarkably
higher thermostability (up to 55C) than calf
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chymosin (Kumar et al. 2006). Purified buffalo
chymosin showed a great similarity to calf chymo-
sin: the molecular mass is 35.6 kDa, the first eight
amino acids from the N-terminal side are identical,
the optimum of clotting is at a slightly higher pH
(Malak et al. 1996), and the highest ratio of milk
clotting activity to proteolytic activity was detected
at 30C (Mohanty et al. 2003).
Genetically engineered chymosin
In 1990 the recombinant version of calf chymosin,
usually denoted as fermentation produced chymo-
sin (FPC), was the first processing aid for food pro-
cessing produced with recombinant DNA
technology which has been registered by the U.S.
Food and Drug Administration (Flamm 1991).
Recombinant chymosin is primarily used in the
United States, but other parts of the world do also
show increasing acceptance. There are no exact fig-
ures available but Johnson and Lucey (2006) esti-
mated that FPC comprises 70–80% of the global
market for coagulants.
Recombinant Bos taurus chymosin is by far the
most prominent genetically engineered clotting
enzyme. After cloning preprochymosin or pro-
chymosin cDNA, bacteria, yeasts or filamentous
fungi served as hosts for recombinant enzyme
expression (Mohanty et al. 1999). Fermentation
produced chymosin production comprises the iso-
lation of mRNA from the host’s abomasum cells,
and reverse transcriptase transfers the information
to cDNA. After incorporation into a vector DNA it
can be transferred into suitable GRAS micro-
organisms such as Escherichia coli, Bacillus subtil-
is, Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger, Aspergil-
lus oryzae or Trichoderma reesii (Teuber 1990;
Mohanty et al. 1999). For more details on history
and developments in DNA technology for recom-
binant chymosin production and corresponding
molecular cloning experiments, see Mohanty et al.
(1999).
In large scale industrial fermentation, submerge
cultures are favoured because of lower production
costs. It depends on the micro-organism whether
prochymosin is directly released into the medium
(e.g. yeasts and fungi; Vallejo et al. 2008; Vega-
Hernández et al. 2004) or enclosed in inclusion
bodies (e.g. E. coli), so that cells have to be lysed
before further processing. Prochymosin is then
usually activated at pH 2, similar to the activation
schedule in natural calf rennet production (Teuber
1990; Mule et al. 2009). Recent studies aimed to
optimise activation conditions by using software-
aided experimental design; Badiefar et al. (2009)
reported on an extensive increase in prochymosin
gene expression by manipulation of E. coli DNA.
A splice variant lacking exon 6 of the prochymosin
gene gave a 10-fold higher amount of expressed
protein as compared with full-length DNA.
Improved chymosin production by filamentous
fungi, e.g. A. niger, was achieved by glycosylation
of either the chymosin molecule itself, resulting in
a more than 100% yield increase compared with
the native enzyme, or of the carrier which also
resulted in a significant increase (van den Brink
et al. 2006). Studies on chymosin yield with a
focus on species dependency and metabolomics
were recently performed by Espinosa et al. (1999),
Sims et al. (2005) and van den Brink et al. (2006).
Expressed in A. niger var. awamori, chymosin C
showed a high specific milk clotting activity with-
out undergoing autolysis (Harboe et al. 2005) as
also shown for the natural chymosin C (Rampilli
et al. 2005). The activated chymosin extracts can
industrially be purified by filtration and precipita-
tion (Mule et al. 2009), flocculation, centrifuga-
tion, chromatographic methods or gel filtration
with resins of different functionalities (Harboe
et al. 2005).
Reports on recombinant chymosin cloned from
other animals (Table 1) include deer, buffalo, ante-
lope, giraffe, ovine, caprine, porcine, Camelidae
and Equidae species (Kappeler et al. 2007). Most
recent work on nonruminants focused on camel
(Camelus dromedarius) chymosin expressed in
A. niger var. awamori. Kappeler et al. (2006)
described appropriate pilot scale production and
purification, using affinity chromatography. This
enzyme, which has a molecular mass of about
Table 1 Fermentation produced chymosin (FPC) from animals other than calf
FPC Host Results References
Lamb prochymosin Escherichia coli Clotting and proteolytic activity similar to
calf chymosin
Rogelj et al. (2001)
Caprine prochymosin Escherichia coli Proposed as alternative enzyme Vega-Hernández et al. (2004)
Kumar et al. (2007)
Yang et al. (2007)
Water buffalo chymosin
(Bubalus arnee bubalis)
Pichia pastoris Higher affinity to j-casein compared with
conventional buffalo chymosin
Vallejo et al. (2008)
Camel chymosin
(Camelus dromedarius)
Aspergillus niger
var. awawori
Production in industrial scale Kappeler et al. (2006)
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40 kDa, a 70% higher specific activity towards
bovine j-casein than bovine FPC and a lower gen-
eral proteolytic activity, is now produced in indus-
trial scale by Chr. Hansen A ⁄S (Hoersholm,
Denmark) and commercially available since the
end of 2009. A new approach for the production of
chymosin was described by van Rooijen et al.
(2008). In plants serving as host organisms, the
enzyme accumulated to approximately 0.5% of
total seed protein and was isolated using protein
binding resins. The method is described as suitable
for a wide range of plant species including, among
others, Helianthus annuus and Zea mays.
Microbial coagulants
Many extracellular proteases of microbial origin
act similar as chymosin and are, partially, suitable
for cheese production. Such coagulants can be eas-
ily produced by fermentation and are, therefore,
almost unlimited available. As the enzymes are not
derived from ruminant tissue there are no con-
straints as regards bovine spongiform encephalopa-
thy or scrapie, and cheeses made with microbial
clotting enzymes are accepted by lacto-vegetarians.
The enzymes show, however, higher proteolytic
activity during cheesemaking, which may lead to a
loss of protein degradation products into the whey
and thus negatively affect cheese yield.
At present microbial coagulants of fungal ori-
gin, which have been used in commercial cheese-
making since the 1960s, are of major importance.
More than 100 fungal sources were reported by
Garg and Johri (1994), which reflects the high
scientific interest in alternative coagulants for
cheese production. Fungi producing milk clotting
proteases are ubiquitary and may easily be iso-
lated from various environments (Tubesha and
Al-Delaimy 2003). Three species, namely Rhizo-
mucor miehei, Rhizomucor pusillus and C. par-
asitica, have been established for large scale
production. The aspartic protease produced by
R. miehei consists of a single polypeptide chain
with a high similarity to chymosin in its three-
dimensional structure (Chitpinityol and Crabbe
1998). This protease (40.5 kDa, optimum milk
clotting activity at pH 5.6, optimum proteolytic
activity at pH 4.1, 50% loss of proteolytic activity
after 30 min at 45C; Preetha and Boopathy
1997) is the most commonly used microbial coag-
ulant for cheese production and commercially
available at different levels of thermostability and
purity. The protein is without any active sulfhy-
dryl groups, and the amounts of Phe, Thr and Lys
are equivalent to that of calf chymosin (Sternberg
1970). Recently, protease derived from R. pusillus
was reported to show only a single band in the
electropherogram after extensive purification, cor-
responding to a molecular mass of 49 kDa. Milk
clotting activity was best at 50C, and sensitivity
to pH and CaCl2 was to be similar to that of calf
rennet (Nouani et al. 2009). Cryphonectria par-
asitica protease is less characterised, but it is gen-
erally acknowledged that its total proteolytic
activity is higher (Tam and Whitaker 1972; Van-
derporten and Weckx 1972) and that, in contrast
to protease from Rhizomucor, mainly b-casein is
hydrolysed (Ustunol and Zeckzer 1996; Awad
et al. 1998, 1999; Trujillo et al. 2000; Broome
et al. 2006).
Fungal enzymes are often produced under sub-
merged conditions, but solid-state fermentation
was also successfully applied. Wheat bran was fre-
quently used as main ingredient of the growth
medium (Thakur et al. 1990; Preetha and Boopa-
thy 1994), but glucose can also serve as carbon
source (Seker et al. 1998). Cultivation conditions
and medium ingredients heavily affect the ratio of
milk clotting activity to proteolytic activity of
the enzyme. The best results were reported for
R. miehei (9.0:1) and R. pusillus (12.5:1) when
fermentation was carried out for 5 days at room
temperature under solid-state conditions using
wheat bran medium instead of yeast extract ⁄
glucose or potato ⁄dextrose media (Preetha and
Boopathy 1994). Continuous fed-batch fermenta-
tion has also been investigated for its potential to
increase enzyme yield (e.g. Seker et al. 1998).
After purification, chemical modifications are
usually applied to decrease thermostability of fun-
gal proteases. A high thermostability was the big
disadvantage of the first generation of fungal prote-
ases, meaning that even after cooking of cheese
curd the enzyme remained intact, which resulted in
an increased cleavage of casein during maturation.
Information on appropriate procedures is rather
scarce; Havera and Humphreys (1987) reported on
a methionine-oxidising treatment with H2O2 in
combination with maleic anhydride addition,
which resulted in increased thermolability and milk
clotting activity for R. pusillus protease. Treatment
with an ethylene ⁄maleic anhydride co-polymer led
to the modification of e-amino groups and, besides
thermostability, decreased the ratio of milk clotting
to proteolytic activity of R. miehei protease (Smith
et al. 1991).
Another potential pathway is mutagenesis of the
producing fungus. Two mutants with one single
amino acid exchange (Ala101 instead of Thr101 or
Gly186 instead of Asp186) in the protease of R. pus-
illus showed a marked decrease in thermostability,
and one mutant with both exchanges exhibited the
lowest thermostability without loosing its enzy-
matic activity (Yamashita et al. 1994). In a differ-
ent approach the gene of R. miehei protease has
been cloned and expressed in A. oryzae to reduce
the amount of other proteases in the enzyme prepa-
ration and to shift the ratio towards a higher clot-
ting activity (FitzGerald 2002).
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Apart from improving properties of commercial
microbial coagulants, research focuses on new pro-
teases from various sources (Table 2). Besides
enzymes from other fungal species, enzymes of
bacterial origin have again gained increasing
importance. However, more studies on gel building
rates and cheese maturation need to be carried out
to verify the usefulness of these enzymes for
cheese processing.
Plant-derived coagulants
Vegetable enzymes, extracted by aqueous macera-
tion from higher plant organs, have been exten-
sively investigated as potential coagulants in
cheesemaking. For fig tree extracts, papain from
papaya leaves, bromelain from pineapple or other
enzymes (e.g. Padhmanabhan et al. 1993; Cattaneo
et al. 1994; Teixeira et al. 2000; Fadyloglu 2001;
Patil et al. 2003; Llorente et al. 2004; Moharib
2004; Libouga et al. 2006; Low et al. 2006; Sent-
hilkumar et al. 2006; Chazarra et al. 2007; Egito
et al. 2007; Raposo and Domingos 2008; Vairo
Cavalli et al. 2008; Duarte et al. 2009), the ratio of
milk clotting activity to proteolytic activity is not
high enough for commercial cheesemaking. This
is, however, not true for Cynara cardunculus L.
extracts which have been used for centuries in tra-
ditional artisanal production of ewe milk cheeses
such as Serra da Estrela, Manchego, La Serena or
Serpa in Portugal and Spain, some of them having
PDO status (Sousa and Malcata 2002; Roseiro
et al. 2003a; Prados et al. 2007). Cynara cardun-
culus L. is a thistle variety which mainly grows in
dry and stony areas of Portugal and some other
parts of the Iberian Peninsula (Sales-Gomes and
Lima-Costa 2008). It is a special feature of cheeses
processed with plant coagulants that proteolysis is
more pronounced (Chen et al. 2003; Prados et al.
2007; Galan et al. 2008; Pereira et al. 2008; Pino
et al. 2009a). This leads to a soft and buttery
cheese texture and, partly, to liquefaction and shape
loss. Bioactive peptides which were generated
from casein by proteases of C. cardunculus L. were
recently identified by Silva et al. (2006).
Three aspartic proteases originally denoted as
cynarase 1–3 have been identified in extracts of C.
cardunculus L. (Heimgartner et al. 1990), all of
them being described as dimeric glycoproteins
(molecular mass: 49 kDa, maximum activity at pH
5.1 and 37C) but as differing in the size of their
subunits, in glycosylation and in milk clotting
activity (Cordeiro et al. 1992). The purified
enzyme mixture showed higher affinity to j-casein
than calf rennet, and released the same caseino-
macropeptide fragment (106–169) into whey
(Cordeiro et al. 1992; Macedo et al. 1993). Later
Table 2 Recent research on new microbial proteases
Micro-organisms Properties References
Pleurotus sajor-caju (white rot fungus) Clotting activity under cheesemaking conditions Moharib (2007)
Mucor bacilliformis High structural similarity to bovine chymosin
Lower thermostability than Rhizomucor miehei
protease
Machalinski et al. (2006)
Venera et al. (1997)
Thermoascus aurantiacus Enzymatic hydrolysis of bovine casein differed
largely from proteolysis patterns generated by
bovine chymosin
Merheb et al. (2007)
Thermomucor indicae-seudaticae N31 Crude enzymatic extract showed high milk
clotting and low proteolytic activity and low
thermostability
Merheb-Dini et al. (2010)
Metschnikowia reukaufii Milk clotting activity
Successfully cloned into Escherichia coli
Chi et al. (2009)
Li et al. (2009)
Myxococcus xanthus Molecular mass: 40 kDa, highest clotting
activity at pH 6 and 37C, acceptable yield and
properties of the curd in cheesemaking
experiments
Successfully cloned into Escherichia coli
Poza et al. (2003)
Poza et al. (2004)
Enterococcus faecalis Similar electrophoretic patterns of hydrolysed
j-casein as Rhizomucor miehei,effectively
applied in Camembert cheese manufacture
Sato et al. (2004)
Nocardiopsis sp. Milk clotting ability of extracellular extracts
Optimisation of enzyme yield by fermentation
conditions
Cavalcanti et al. (2004)
Cavalcanti et al. (2005)
Bacillus subtilis Ratio milk clotting to proteolytic activity
comparable with commercial fungal proteases,
but high thermostability
Dutt et al. (2008, 2009),
Shieh et al. (2009)
Bacillus licheniformis Shows typical milk clotting kinetics Ageitos et al. (2007)
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studies (Verissimo et al. 1995, 1996) detected two
other proteases denoted as cardosin A and B,
exhibiting amino acid sequences different from
those of cynarase. Cardosin A and B have a large
(31 and 34 kDa) and a small subunit (15 and
14 kDa, respectively) and differ in their proteolytic
activity. For more detailed information on Cynara
sp. coagulants, see Roseiro et al. (2003b).
Recently, the sequences of cardosin A and B genes
and of two genes responsible for encoding new
cardosins named C and D were isolated and char-
acterised (Pimentel et al. 2007).
When C. cardunculus is used as coagulant
source, aqueous extracts for clotting are frequently
prepared on a day-to-day basis from sun-dried
flowers (Macedo et al. 1993; Roseiro et al.
2003b). The variability of nonstandardised extracts
may, in line with a poor microbiological quality
(Fernández-Salguero et al. 1999), result in difficul-
ties during cheesemaking, but also in too enhanced
proteolysis during maturation (Louro Martins et al.
1996). Even if the thistle ⁄water ratio is carefully
controlled, conditions during drying of the plant
and enzyme extraction may strongly affect the pro-
teolytic strength of the extract. Sousa and Malcata
(1996), who investigated various extraction param-
eters for defining optimised conditions, determined
aqueous solution pH as the most crucial factor and
achieved highest specific activities of crude
extracts at pH5.9.
Variations in enzyme activity and clotting time
are manageable in small cheesemaking units, but
difficult to deal with in process automation. A
method for the production of a powdered, stable
and water-soluble coagulant by freeze-drying was
established, and this coagulant was successfully
evaluated for several cheese varieties (Fernández-
Salguero and Sanjuán 1999; Fernández-Salguero
et al. 2002; Pino et al. 2009a; Prados et al. 2007;
Tejada and Fernández-Salguero 2003; Tejada et al.
2008) showed that extracts can also be kept in
frozen state for a sufficient period of time without
activity loss, and immobilised proteases were used
by Sales-Gomes and Lima-Costa (2008). These
findings might be relevant to optimise and stan-
dardise plant coagulant production for large scale
cheesemaking from ovine milk. Another alternative
referred to is the use of recombinant cyprosin
which, like transgenic chymosin, can be produced
by micro-organisms as well as in plant cells
(Cordeiro et al. 1994; White et al. 1999; Sampaio
et al. 2008) and has already been applied for
cheesemaking (Fernández-Salguero et al. 2003).
ANALYT ICAL ASPECTS
Milk clotting activity
Milk clotting activity, i.e. the capability for specific
j-casein hydrolysis, is the most important property
of enzymes used in cheese production and only a
few analytical methods have been established to
measure it. The Soxhlet method, which is still used
in traditional cheesemaking, represents a conven-
tional method to determine the total milk clotting
activity of a rennet preparation: clotting strength in
Soxhlet units refers to the volume of raw milk
which can be clotted by one volume unit of
enzyme in 40 min at 35C (Harboe and Budtz
1999). Because of the varying composition of raw
milk and its limited availability in urban laborato-
ries it was necessary to look for a standardised sub-
strate, hence ISO ⁄ IDF standard methods 199
(ISO ⁄ IDF 2006), 157 (ISO ⁄ IDF 2007) and 176
(ISO ⁄ IDF 2002) have been established for the
determination of total milk clotting activity of
ovine and caprine rennets, bovine rennet and
microbial clotting enzyme, respectively. In princi-
pal, the clotting time of a particular rennet is
compared with that of an international reference
enzyme, and standardised reconstituted skim milk
(32C, pH 6.5) is used as substrate. For bovine ren-
net, the relative amounts of chymosin and pepsin
must be known because of their different contribu-
tion to hydrolytic activity under milk clotting con-
ditions. IDF standard 110B (IDF 1997) describes
chromatographic separation of such enzyme
mixtures and how to express the percentages of
chymosin and pepsin activity. The strength of the
clotting enzymes is expressed in International Milk
Clotting Units (IMCU).
A recent study reports on the determination of
chymosin and pepsin fractions in bovine rennet
using high performance liquid chromatography
(HPLC) (Cortellino et al. 2008). The authors eval-
uated absolute differences in the activity of eluted
chymosin and pepsin fractions as compared with
the IDF reference method but, because of the corre-
lation between the measures, proposed this proce-
dure for routine analysis because of its easiness
and rapidity.
Composition of enzyme preparations
Because of a different size chymosin, pepsin and
microbial derived enzymes can easily be separated
by electrophoretic methods (Krause et al. 1987;
Mohanty et al. 2003; Kappeler et al. 2006; Kumar
et al. 2006). Using sodium dodecylsulfate–poly-
acrylamide gel electrophoresis, the molecular mass
of plant-derived or microbial coagulants was analy-
sed by, e.g. Ahmed et al. (2008), Areces et al.
(1992), Heimgartner et al. (1990), Naz et al.
(2009), Raposo and Domingos (2008) or Verissimo
et al. (1996). Another widely used method for the
determination of molecular mass of milk clotting
enzymes is gel filtration chromatography (Venera
et al. 1997; Moschopoulou et al. 2006).
The reference method for chymosin and bovine
pepsin content in animal rennet (IDF 1997) is
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based on the separation of the dialysed mixture
using anion exchange and the subsequent analysis
of clotting activity of the fractions according to
standard 157 (ISO ⁄ IDF 2007). Panari et al. (1990)
established an HPLC method, giving the possibil-
ity for a fast and exact determination. This proce-
dure allows to separate genetic variants of
chymosin and pepsin in natural rennet preparations
without changing their clotting activity, which
offers the possibility to determine the specific clot-
ting activity of each protein after analytical frac-
tionation (Rampilli et al. 2005; Cortellino et al.
2008). Furthermore, the chromatographic profile of
the four pepsin fractions can be regarded as an
indicator of the age of the ruminants which served
as enzyme source. Analysis of FPC reveals genetic
variants of chymosin, and may give information on
product purity and manufacturer. Rampilli et al.
(1992) investigated the suitability of this method
for analysing mixtures of FPC and calf rennet. A
nonnatural ratio of chymosin A to chymosin B
might be taken as indicator of the fraudulence of
animal rennet with chymosin from genetically
modified micro-organisms. Because of the natural
variability of these fractions in bovine rennets the
authors stated that it is, however, impossible to
detect small additions of FPC.
Collin et al. (1997) applied a highly specific
antigen coat plate-enzyme-linked immunosorbent
assay to detect FPC in natural calf rennet. Depend-
ing on the recombinant chymosin amounts as low
as 0.5%–2.5% could be detected due to the pres-
ence of proteins from the expressing micro-organ-
isms or from the culture medium. However, this
procedure might be outdated because of the pro-
gress in fermentation product purification, and is
not sensitive enough to detect FPC in cheese (Col-
lin et al. 2003). A mass spectrometric method for
monitoring chymosin origin in coagulants was
introduced by Lilla et al. (2005). It was shown that
some minor peptide components, generated during
tryptic digestion, allow the differentiation between
natural and fermentation produced chymosin.
Gelation behaviour
Several rheological techniques can be used to ana-
lyse enzyme-induced gelation of milk. The stiff-
ness of the coagulated milk at cutting is important
for the texture of the cheese, but also for maximis-
ing casein and fat transfer from milk to curd. Cut-
ting the gel below a critical stiffness leads to a
more pronounced loss of fines into whey, thus
decreasing yield; however, the higher energy
needed for cutting stiffer gels may produce a simi-
lar effect (Riddell-Lawrence and Hicks 1989; John-
son et al. 2001; Walstra et al. 2006). It is generally
acknowledged that the modulus of the gel at cut-
ting should be approximately 20 Pa (López et al.
1998; Walstra et al. 2006).
The most effective way to monitor gel formation
is dynamic rheometry, by applying a strain (or
stress) to the gelling sample; this input must be
small enough to ensure undisturbed network for-
mation (<0.3% in relative strain units; Karlsson
et al. 2007; Sandra and Dalgleish 2007), and
results in a response stress (or strain). Stress nor-
malised to unit strain is denoted as modulus which,
either as complex modulus G* (Pa) or as storage
modulus G¢ (Pa), refers to the measure of gel stiff-
ness in a visco-elastic system with predominant
elastic properties (tan d = G¢¢ ⁄G¢ < 1). Because of
the required sensitivity concentric cylinders
(approximately 10–15 mL sample are needed) are
preferably used as measuring geometry. The
parameters which can be taken from the G¢ ⁄ t pro-
files usually comprise (Horne 1998, 2003; Jaros
et al. 2008) (i) gelation time, the time needed for
G¢ to exceed a predefined value above noise level
of the rheometer; (ii) gelation rate, the increase of
G¢ per unit time in the linear part of the gelation
curve which can be regarded as an equivalent to
the gel building rate from formagraph measure-
ments (Daviau et al. 2000); (iii) set-to-cut time, the
time needed to achieve a predefined G¢ (e.g.
20 Pa); and (iv) gel stiffness taken after a prede-
fined time after enzyme addition (e.g. 40 min);
these parameters are partly interrelated (Jaros et al.
2008). Dynamic rheometry has already replaced
the Formagraph method (‘lactodynamography’),
which is based on the same principle but much less
versatile; the instrument is no longer available from
the manufacturer. However, this method is still in
use and has recently been applied by Kappeler
et al. (2006) for the characterisation of recombi-
nant camel chymosin. Other methods include pene-
tration, usually applied to gels which are produced
outside the instrument (e.g. Awad 2007). This
method is quick to perform and goes without
sophisticated instruments but has the disadvantage
that gel formation cannot be followed over time.
On the other hand and, as long as data treatment is
adjusted, the results are directly comparable with
small deformation rheology (Jaros et al. 2009b).
Esteves et al. (2002, 2003) used shear experiments
at low shear rates to study large deformation prop-
erties and strain sensitivity of gels.
Because of the specific activity of the clotting
enzymes, the decrease in substrate pH from 6.8 to
6.2 and the increase in temperature from 28 to
44C results in an accelerated gel network forma-
tion and stiffer gels. Coagulation properties do,
among others, also depend on milk composition,
calcium concentration and enzyme ⁄ substrate ratio
(Beránková et al. 1988; López et al. 1998; Nájera
et al. 2003; Awad 2007; Jaros et al. 2008). Milk
clotting enzymes from different sources are charac-
terised by varying gel stiffing; to achieve similar
cutting times in cheesemaking, the amount of
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enzyme must be adjusted on the basis of gelation
profiles. These differences are of minor importance
when calf chymosin is compared with FPC. There
are, however, reports on a new recombinant camel
chymosin originally intended to provide a tool for
clotting camel milk (which is not sensitive to coag-
ulation with bovine chymosin; Kappeler et al.
1998). Using this FPC on bovine milk Kappeler
et al. (2006) demonstrated that the affinity towards
synthetic peptides mimicking the chymosin-sensi-
tive regions of j-caseins was twice as high as for
bovine chymosin, and Bansal et al. (2009a)
showed that a significantly lower amount of
enzyme (expressed in IMCU) was necessary to
obtain comparable cutting times.
When used at the same enzyme–substrate ratio
(IMCU ⁄L milk), microbial protease from R. miehei
showed a lower gel building rate than calf rennet.
Differences between enzymes depended on clotting
temperature and pH (Jaros et al. 2008) and were
more pronounced at low temperature. Silva et al.
(2006) and Zhao et al. (2004) showed that,
although C. cardunculus proteases caused a higher
gel building rate than R. miehei protease and, in
bovine milk, exhibited a gel building rate compara-
ble with that of calf rennet and FPC, its clotting
activity is not as sensitive to pH as it is for chymo-
sin. Esteves et al. (2002) found similar stiffness of
coagulated bovine milk after treatment with FPC
and Cynara sp. protease at defined conditions
(32C for 40 min). Incubation for 6 hour at the
same temperature, however, resulted in higher gel
stiffness when chymosin was used, because of the
higher proteolytic activity of Cynara protease; sim-
ilar trends were observed for ovine milk. By con-
sidering similar clotting times, gel stiffness
increased in the order FPC = plant rennet (C. car-
dunculus) > microbial rennet (R. miehei; Zhao
et al. 2004).
PROTEOLYS IS DURING CHEESE
MANUFACTURE AND IMPACT ON
CHEESE Y IELD AND CHEESE
QUAL ITY
Much work has been dedicated to the specificity of
milk coagulants towards particular peptide bonds
which is, when investigated in pure fractionated
casein solutions, only dominating in the initial
phase of hydrolysis. After prolonged action or
when substrate limitation occurs, proteolytic degra-
dation advanced and resulted in completely break-
down of casein fractions (Sienkiewicz et al. 1994;
Krause et al. 2001). A fast hydrolysis of the
Phe105–Met106 bond in j-casein accelerates casein
micelle destabilisation and results in rapid coagula-
tion of milk. During cheese processing a low speci-
ficity is responsible for the cleavage of other
peptide bonds and may result in the loss of
peptides into the whey. Such a loss goes in line
with a decreased cheese yield of approximately
0.3–0.7%, and an increased protein content in
whey (Emmons 1990; Emmons et al. 1990). In
large scale production protein recovery is an
important aspect as regards profitability, but differ-
ences in this small magnitude are not easy to detect
in daily practice. Therefore, well-defined experi-
ments must be conducted to verify an impact on
cheese yield (Emmons and Binns 1990). Calf ren-
net with its high specificity towards bovine j-
casein is most frequently used as reference when
the performance of milk clotting enzymes was
compared.
The amount of rennet which remains in the curd
after draining is up to 15% (Sousa et al. 2001) and,
among others, depends on technological factors
such as pH at draining, cooking temperature, or
cheese moisture (Bansal et al. 2007, 2009b). How
residual coagulants in the curd affect cheese matu-
ration was investigated in a number of studies,
recently reviewed by Wilkinson and Kilcawley
(2005), and the contribution seems more important
at the early stages of maturation (Silva and Malcata
2004, 2005; Candioti et al. 2007). Increasing
amounts of coagulants are interrelated with higher
amounts of residual enzymes in cheese curd, accel-
erating the breakdown of aS-casein. This degrada-
tion influenced cheese texture in the first stage of
maturation but levelled out later (Johnston et al.
1994; Dave et al. 2003b). Hynes et al. (2001)
showed that the rate of aS-casein hydrolysis during
soft cheese maturation was directly related to coag-
ulant dosage and that it aided to the development
of typical sensory and texture characteristics of this
type of cheese. Residual clotting enzyme activity
in hard and semihard cheese is strongly affected by
cooking temperatures. A significant reduction of
aS-casein degradation during cheese maturation
was observed after cooking curd ⁄whey mixtures at
temperatures of 45–60C but residual activities
were not fully eliminated (Hynes et al. 2004; Shee-
han et al. 2007). In a recent study of Guven et al.
(2008) no effects of the amount of rennet used for
coagulation on proteolysis of Halloumi cheese was
observed.
After establishing chymosin production by
genetic engineering in the 1990s, several studies
focused on differences in proteolysis and cheese
yield as compared with calf rennet (Table 3). How-
ever, little is known about the impact of nonbovine
FPC on cheese yield. Results of a single study
(Bansal et al. 2009a) indicate that, after coagulat-
ing bovine milk with genetically engineered camel
or calf chymosin at a 100 L scale, the cheeses were
similar in gross composition and pH. Lower prote-
olytic activity during maturation resulted in
reduced aS-casein degradation in cheeses made
with camel FPC, and the corresponding cheeses
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were less intense for the flavour descriptors bitter,
sulphuric and brothy.
Using rennet preparations from kid and lamb
resulted only in minor differences in yield and
characteristics of cheese made from milk of differ-
ent species. A lower proteolytic activity on
aS-casein and a delayed increase in TCA-soluble
nitrogen during ripening of cow milk cheese was
detected when kid rennet was applied instead of
calf rennet (Prieto et al. 2004). However, Jordan
et al. (1999) compared kid, lamb and calf rennet
during processing of Murciano-Granadina goat
cheese, and observed lower cheese yields for kid
rennet as a result of its higher proteolytic activity,
and no significant differences between calf and
lamb rennet. A higher degree of proteolysis when
using kid rennet was also reported by O¢Sullivan
et al. (2005); during Camembert maturation, casein
degradation was accelerated and accompanied by
higher levels of free amino acids. Peptide profiles
from later stages of maturation clearly separated
cheeses made with kid rennet from those made
with calf rennet.
The proteolytic activity of the coagulants on
ovine casein is generally similar to the action on
bovine casein. aS-casein is more quickly hydroly-
sed than b-casein, and rennet derived from kid
enhances proteolysis (Jordan et al. 1999; O¢Sulli-
van et al. 2005). However, ambiguous data exist
for lamb and calf rennet. During ripening of ovine
cheese Irigoyen et al. (2002) detected significant
higher casein degradation for lamb rennet whereas
Trujillo et al. (2000) observed less pronounced
casein breakdown. There is no clear conclusion
whether bovine or ovine rennets are more proteo-
lytic, but manufacturing conditions and composi-
tion of the enzyme preparations (e.g. the
pepsin ⁄chymosin-ratio) have a marked impact on
their proteolytic properties (Irigoyen et al. 2002;
Papoff et al. 2004; Pirisi et al. 2007).
Much research has focused on the comparison
of calf rennet and aspartic proteases from microbial
origin. R. miehei and C. parasitica proteases were
found to exhibit extensive nonspecific hydrolysis
on j-casein (Shammet et al. 1992). Krause et al.
(1998) used FPC preparations and microbial clot-
ting enzymes to digest whole casein and casein
fractions and observed a higher amount of nonca-
sein-nitrogen after incubation for all fractions when
microbial proteases (derived from R. miehei and C.
parasitica) were applied. Similar results were
obtained by Ustunol and Zeckzer (1996) who
showed that the proteolytic action of a C. parasiti-
ca protease was highest on aS- casein and b-casein,
but lowest on j-casein.
Cheesemaking experiments at laboratory scale
resulted in significantly lower cheese yield and
increased protein content in whey when C. parasi-
tica, R. miehei and R. pusillus proteases were used
in comparison with calf rennet. Based on whey
analysis a yield reduction of 0.5–1.2% was esti-
mated (Emmons et al. 1990; Ustunol and Hicks
1990; Barbano and Rasmussen 1992). The applica-
tion of R. miehei protease for the production of
Cremeso Argentino cheese resulted in a higher loss
of fat and protein into the whey and reduced cheese
yield compared to FPC (Zalazar et al. 1997). In the
study of Barbano and Rasmussen (1992) R. pusil-
lus protease was responsible for higher protein
losses into the whey and a lower fat recovery in
cheese compared with R. miehei protease; Emmons
et al. (1990), however, found contradictory results
and highest yield losses for a coagulant from
C. parasitica. The high proteolytic action of C.
parasitica protease on aS-casein may however be
advantageous when excessive proteolysis is linked
to techno-functional properties; combinations of
chymosin and microbial protease were used to
improve meltability and visco-elastic properties of
Cheddar and mozzarella cheese. While Kim et al.
(2004) discovered a correlation between the extent
of aS-casein hydrolysis and cheese meltability but
also a bitter aftertaste, Dave et al. (2003a,b) and
Bogenrief and Olson (1995) reported on a better
Table 3 Comparison of conventional calf rennet and fermentation produced chymosin (FPC) regarding cheese proteolysis
and yield
Results of the study References
Minor deviations in clotting activity, trends towards slightly higher
gel building rates for FPC
Kandarakis et al.(1999); Koch et al. (1986)
No yield differences in 10 L laboratory scale and 380 L pilot scale Banks (1992)
Higher yield (approximately 3%) in 400 L scale Cheddar
production with FPC
Broome and Hickey (1990)
Higher cheese yield with FPC Reps et al. (1997)
Comparable cheese yield Bines et al. (1989); Kandarakis et al. (1999);
Barbano and Rasmussen (1992)
Cheddar cheese ripened for 12 months showed similar
composition, casein breakdown patterns and identical flavour
Banks (1992); Bines et al. (1989); Lagerwerf et al.
(1995); van den Berg and de Koning (1990)
Slightly improved sensory properties for FPC cheese Broome and Hickey (1990)
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correlation of melting characteristics and visco-
elastic moduli with the intensity of b-casein break-
down. However, uncontrolled degradation of
casein can lead to the formation of bitter peptides,
which may cause an important quality sensory
defect when occurring in higher concentrations.
Some early investigated clotting enzymes, espe-
cially those from bacterial origin, were reported to
be unsuitable for cheesemaking because of the high
amounts of generated bitter peptides (Garg and
Johri 1994). Sensory bitterness scores are fre-
quently correlated with the concentration of hydro-
phobic bitter peptides (Mayer 2001; Agboola et al.
2004). In Gouda cheese, ripened for 44 weeks, 16
bitter peptides were identified by Toelstede and
Hofmann (2008). Twelve of those peptides exhib-
ited a bitter taste at very low concentrations; 11
peptides originated from b-casein, clearly indicat-
ing the importance of controlling hydrolysis of this
casein fraction. It has frequently been shown that
the breakdown of b-casein in model solution and
cheese curd is lower for calf chymosin compared
with microbial clotting enzymes, especially for C.
parasitica protease (Johnston et al. 1994; Krause
et al. 1998; Awad et al. 1999; Dave et al. 2003a;
Broome et al. 2006). Recent work performed in
our group showed similar results; comparison of a
standard calf rennet (80% chymosin, 20% pepsin)
and the latest generation of a microbial clotting
enzyme derived from M. miehei indicated a higher
yield for soft cheese and semihard cheese made in
industrial scale, pilot scale and laboratory scale in
the range of approximately 0.5% (Jacob et al.
2009, 2010; Jaros et al. 2009a,b). After 12 weeks
of ripening a significant more bitter taste was
detected in semihard cheese made with microbial
coagulant.
In traditional ovine cheeses, microbial clotting
enzymes are scarcely applied. Nevertheless, Truj-
illo et al. (2000) investigated their suitability and
observed higher casein hydrolysis when C. parasi-
tica protease was used instead of calf or lamb ren-
net. Peptide profiles of pH 4.6 soluble extracts
showed minor quantitative differences between the
animal rennets but large quantitative and qualita-
tive differences attributable to the coagulants from
C. parasitica and R. miehei.
Macedo et al. (1993) showed that plant protease
from C. cardunculus produces the same macropep-
tide fragment from j-casein as calf chymosin, and
noticed no additional peptides formed within
3 hour incubation. On the other hand, hydrolysis
of aS-casein and b-casein was more intense as
compared with calf rennet, FPC and R. miehei pro-
tease (Ortiz de Apodaca et al.1994). This enhanced
proteolytic activity was responsible for a lower
cheese yield (Agboola et al. 2009), but also for
accelerated softening of the cheese body which is
often a typical feature of products made with
Cynara proteases (Silva and Malcata 2004). Carre-
ra et al. (1999) and Gaya et al. (1999) observed a
higher level of large casein degradation products in
cheeses made with C. cardunculus protease and an
accompanying higher concentration of hydropho-
bic peptides; animal rennet and microbial enzymes,
however, exhibited similar proteolysis rates. By
applying capillary zone electrophoresis for the
characterisation of Serpa cheese (PDO) Roseiro
et al. (2003c) detected a peak, which has been
clearly assigned to the action of C. cardunculus
protease and hence, may serve as a tool for quality
control and cheese authentication. When used for
milk from different ruminants, C. cardunculus pro-
tease was found to exhibit a high degree of proteol-
ysis of aS-casein in bovine cheese, more extensive
proteolysis of caprine than ovine aS-casein and a
moderate hydrolysis of b-casein in all types of
cheeses (Sousa and Malcata 1997). Investigation
of pure ewe’s cheese composition showed a lower
amount of protein, but higher levels of fat and solu-
ble nitrogen in cheeses made with plant coagulant
compared with calf rennet (Sanjuán et al. 2002).
Proteolysis patterns of C. cardunculus protease
and calf rennet in goat cheese production showed
more intense casein degradation during maturation
for the plant coagulant, and especially fast hydroly-
sis of aS-casein and high concentration of low
molecular weight peptides. The use of plant coagu-
lant accelerated maturation especially for goat milk
cheeses (Tejada et al. 2008; Pino et al. 2009a).
Pino et al. (2009b) detected some amino acids,
generated during ripening of goat cheese, which
showed a significant correlation with the coagulant
used.
Agboola et al. (2004) investigated the formation
of bitter peptides, defined as peptides with a molec-
ular mass of 165–6500 g ⁄mol, in semihard ovine
cheese. Compared to calf rennet, cheese made with
R. miehei protease developed more bitter peptides.
The results showed good correlation with per-
ceived bitterness as determined by a trained panel.
Although C. cardunculus protease was responsible
for a more pronounced hydrolysis than calf rennet
and microbial coagulants, which was shown by
quantification of hydrophilic and hydrophobic pep-
tides, soluble nitrogen, NPN and amino-acid-nitro-
gen, these cheeses were perceived lowest in
sensory bitterness. In other studies dealing with
C. cardunculus protease, sensory evaluation
showed enhanced flavour characteristics without
any potential for increasing bitterness during matu-
ration. As initiated by the higher proteolysis rate,
mature products with appealing sensory character-
istics were obtained in a shorter period of time
(Chen et al. 2003; Tejada and Fernández-Salguero
2003; Prados et al. 2007; Galan et al. 2008). It
was assumed that flavour modification by other
dominant cheese components is the reason for a
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lower perceived intensity of bitterness in ovine
cheeses produced with Cynara protease. As a con-
sequence of the higher proteolytic activity, textural
properties were also affected; cheeses made with
plant coagulant were softer and creamier compared
with calf rennet and microbial clotting enzymes
(Chen et al. 2003). Recent research characterised
the degradation patterns of bovine (Vairo Cavalli
et al. 2005) and caprine and ovine caseinate (Vairo
Cavalli et al. 2008) after hydrolysis with a protease
extracted from Silybum marianum. The research
group reported on distinct differences, but consid-
ers this extract as a possible new source of plant
rennet.
CONCLUS IONS
Milk coagulants are essential for cheesemaking
and one of the most important enzymes in the food
industry. The understanding of the action of the
enzymes during j-casein cleavage and subsequent
milk coagulation has increased substantially, but is
still far from being complete. Although there is
some significant competition on the market, each
of the coagulant types has its specific use. Animal
rennets, either extracted from the stomachs or used
as pastes, are typical for artisanal cheesemaking
and frequently coupled with PDO regulations.
Microbial coagulants, nowadays mainly originat-
ing from Rhizomucor miehei, are animal rennet
substitutes used for almost 40 years. Advances in
separation and purification technology are respon-
sible for a significant improvement of these
enzymes which are accepted by vegetarians, and
which, when appropriately certified, can also be
used in organic cheesemaking. These enzymes do,
however, differ in molecular structure and in prote-
olytic activity, and there are still reports that cheese
yield and cheese quality is negatively affected.
Chymosin from recombinant micro-organisms has,
because of its unvarying composition and its spe-
cific action, some advantages in industrial cheese-
making but, in some regions, lacks acceptance by
the consumer.
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Awad S, Lüthi-Peng Q Q and Puhan Z (1998) Proteolytic
activities of chymosin and porcine pepsin on buffalo, cow,
and goat whole and beta-casein fractions. Journal of Agri-
cultural and Food Chemistry 46 4998–5007.
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Using calf rennet or a commercial microbial rennet substitute derived from Rhizomucor miehei cheese-
making experiments were performed at laboratory and pilot scale, and at commercial scale in two indus-
trial dairy plants during regular production. At all levels of scale, the solids transfer from milk to curd
was significantly higher (0.50–1.19%) when using calf rennet. There were significant differences in levels
of proteolysis during maturation and in levels of bitterness at 12 weeks of ripening between Gouda
cheeses produced with calf rennet or with commercial rennet substitute at pilot and at commercial scale.
Keywords Cheese, Coagulant, Yield, Calf rennet, Microbial rennet, Proteolysis.
INTRODUCT ION
Because of the increasing demand for clotting
enzymes for cheese production and the limited
availability of calf stomachs as traditional source
for rennet extraction, the use of substitutes pro-
duced by Rhizomucor miehei or other micro-organ-
isms became increasingly important since the
1960s. Several studies (e.g., Lawrence and Crea-
mer 1969; Itoh and Thomasow 1971; Tam and
Whitaker 1972; Vanderporten and Weckx 1972)
showed that the extent of casein proteolysis, which
goes beyond specific j-casein cleavage, is deter-
mined by the type of clotting enzyme; Vanderpor-
ten and Weckx (1972) also demonstrated that
differences in a- and b-casein degradation continue
during cheese maturation.
The amount of clotting enzyme remaining active
in the cheese is determined by technological factors
such as the partial replacement of whey by water,
scalding of the curd–whey mixture, and the pH of
the cheese curd at draining (Holmes et al. 1977;
Mulvihill and Fox 1977; Visser 1993).
It is generally agreed that a prerequisite for clot-
ting enzymes in cheese production is a high ratio
of clotting activity to proteolytic activity (Dalgleish
1992; Visser 1993; Hyslop 2003; Fox and Kelly
2004). For calf rennet, this ratio is approximately
twice as high as for the substitutes of microbial ori-
gin (Martin et al. 1980; Yada and Nakai 1986).
Such an unfavourable low ratio is, in line with
higher thermal stability, responsible for an
increased proteolysis during clotting, coagulation
and curd formation.
Shammet et al. (1992) concluded that the
enhanced proteolytic activity of rennet substitutes
produced by R. miehei orCryphonectria. parasitica
(formerly Endothia) limit their applicability for
cheese production, and similar results were
reported by Krause et al. (1998, 2001). The forma-
tion of an excessive amount of low molecular
weight hydrophobic peptides during maturation
might cause a bitter off-flavour (Crabbe 2004), and
decrease cheese yield. Recently, Toelstede and
Hofmann (2008) identified bitter peptides resulting
from aS- and b-casein degradation, the concentra-
tion of which is higher when casein proteolysis is
enhanced (Lemieux and Simard 1991; Sousa et al.
2001).
Emmons et al. (1990) and Emmons (1990) used
four rennet substitutes of microbial origin and calf
rennet to demonstrate their effects on Cheddar
cheese yield. Based on nitrogen balances and other
parameters, there was evidence for a decreased
cheese yield when using microbial clotting
enzymes (R. pusillus, -0.49%; R. miehei, )0.65%;
C. parasitica, )1.24%; and Bacillus polymyxa,
)4.79%). In another study, Emmons and Binns
(1990) calculated that yield differences as small as
0.1% are of economic importance for the cheese
industry albeit difficult to detect under practical
conditions. Ustunol and Hicks (1990) compared
calf rennet with rennet substitute from C. parasiti-
ca and came to a similar conclusion. More recent
studies dealt with recombinant chymosin from
genetically modified micro-organisms (fermenta-
tion produced chymosin, FPC), because a large
part of global cheese production is performed with
this enzyme (USA and UK: estimated 80–90%;
http://www.GMO-compass.org). There is no
evidence that, compared to calf rennet, cheese yield
is affected (Broome and Hickey 1990; van den
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Berg and de Koning 1990; Banks 1992; Lagerwerf
et al. 1995; Kandarakis et al. 1999).
Fermentation produced chymosin is, although
used to a far less extent, approved in most Euro-
pean countries. However, consumers from conti-
nental Europe show constraints against the use of
FPC in cheesemaking (Grunert et al. 2001; Läh-
teenmäki et al. 2002), and there are legal restric-
tions as regards cheese production from organic
farming (Anonymous 2007) and special regula-
tions for the majority of AOC cheeses.
Since the aforementioned studies on cheese yield
were undertaken, progress has been made regard-
ing enzyme extraction or fermentation techniques,
purification and enzyme modification (Harboe and
Budtz 1999). Aim of our work was to compare the
performance of an often-applied microbial rennet
substitute of the last generation with calf rennet on
cheese yield and on characteristics of mature
cheeses, by performing laboratory-, pilot- and
commercial-scale experiments.
MATER IALS AND METHODS
Enzymes and enzyme characterisation
The enzymes used in this study were a calf rennet
with approximately 80% chymosin and 20%
pepsin (BioRen Naturlabextrakt Classic 80L 150,
Österreichische Laberzeugung Hundsbichler
GmbH, Langkampfen, Austria) and a microbial
rennet substitute (Fromase 750 XLG, DSM Food
Specialties, Düsseldorf, Germany). Declared acti-
vity was 15000 Soxhlet units and 750 International
Milk Clotting Units (IMCU) per mL, respectively.
Prior to each trial, actual clotting activity of the
enzymes was determined by the rotating bottle
method (FIL ⁄ IDF, 2007). Twenty-five millilitres
reconstituted milk, made from 1 L of 0.5 g ⁄L
CaCl2 solution and 110 g low-heat skim milk pow-
der (ALPAVIT Käserei Champignon Hofmeister
GmbH & Co. KG, Lauben ⁄Allgäu, Germany),
were transferred into glass bottles (V = 100 mL),
which were placed in a water bath of 32C. The
angle of the rotating axis against water surface was
30, and rotational speed was 3.5 rev ⁄min. After
temperature equilibrium, 0.5 mL diluted enzyme
solution was added (t = 0). Clotting time, defined
as the time span from t = 0 until the first flocs are
visible at the bottle wall, was measured in quadru-
plicate. Clotting times of calf rennet and adult
bovine rennet references (Chr. Hansen A ⁄S, Hors-
holm, Denmark) were used to calculate the actual
clotting activities.
Gelation was monitored with a cup–and–bob
geometry (cup diameter: 34 mm; bob diameter:
32 mm; bob length: 33.5 mm) mounted on a
strain-controlled ARES RFS3 rheometer (TA
Instruments, Eschborn, Germany); temperature
was held constant using a computer-controlled
circulator. After equilibrating 20 mL milk to the
specified temperature, the necessary amount of
enzyme for obtaining the desired clotting strength
was added. The milk was then transferred into the
cup of the rheometer and, within 1 min after
enzyme addition, a time sweep with conditions
ensuring undisturbed gelation (c = 0.003,
x = 1 rad ⁄ s; Karlsson et al. 2007; Sandra and
Dalgleish 2007) was started. The storage modulus,
G’ (Pa), was monitored as a function of time. Gela-
tion profiles were recorded in duplicate.
Cheesemaking experiments
Laboratory scale
Pasteurised vat milk (72C ⁄20 s) for Gouda cheese
production was provided from a local dairy for four
trials, performed on 4 days. Each trial comprised
two curd making experiments, one with calf rennet
and one with rennet substitute. Approximately
7 kg milk, containing 0.1 g CaCl2 per kg, was
adjusted to pH 6.5 with lactic acid. The amount of
milk which was then transferred into a CAL 10 L
laboratory-scale cheese vat (Pierre Guerin Technol-
ogies, Mauze, France) was determined to an accu-
racy of ± 0.1 g.
After adjusting temperature to 31.5C using an
external water bath, 40 IMCU of calf rennet or
microbial rennet substitute per kg milk were added,
and the gel was cut for 3 min at the particular
cutting times obtained from gelation curves. The
curd–whey mixture was then stirred for 60 min,
and transferred into a perforated cheese mould
(diameter: 20 cm) through the vat’s outlet valve.
The curd was pressed for 24 h with a mass of
5 kg. A slice cut along the diameter of the wheel
was homogenised and used for further analyses, as
was the whey from each experiment.
Pilot scale
Pilot scale studies were carried out at a local dairy
using a 500 L cheese vat (Bertsch Nahrungsmittel-
technik GmbH & Co., Bludenz, Austria). In each
of three trials performed on 3 days, two experi-
ments were carried out with pasteurised vat milk
(72C ⁄20 s) standardised for commercial Gouda
cheese manufacture [48% or 30% fdm (fat in dry
matter)] containing 0.1 g ⁄L CaCl2.
Prior to the Gouda cheesemaking experiments, a
milk sample was used to adjust enzyme concentra-
tion to similar coagulation time. Milk (0.1 g ⁄L
CaCl2, pH 6.5) was mixed with microbial rennet
substitute at 44.5 IMCU ⁄L, and gelation profiles
were recorded as described above. Based on
expected differences in gelation (Jaros et al. 2008),
the amount of calf rennet was stepwise reduced
until identical gelation profiles were obtained. The
corresponding amount was then used to coagulate
the vat milk.
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After coagulation at 31.5C for 23–25 min, curd
cutting and stirring of the curd–whey mixture,
approximately one-third of the whey was with-
drawn and replaced by water. Temperature was
increased to 33C, and the curd was removed from
the vat 90 min after enzyme addition. After pre-
pressing, the curd was cut and manually transferred
into regular block cheese forms (50 · 30 ·
10 cm). To consider residual curd in mass and
protein balances, the curd remnants in the vat were
collected, weighed and analysed. Pressing and
brining (19% NaCl, pH 5.2, 48 h) was performed
according to the regular schedule of the cheese
plant. The cheeses were then packed in polythene
ripening film, sealed, weighed and transferred into
the maturation room (9C).
At 4 weeks of ripening, all cheese blocks were
individually weighed. One cheese block of each
production was opened, and a 2 kg sample was
taken from the centre of the block for analysis. The
other cheeses were further ripened, and the proce-
dure was repeated at a cheese age of 8 weeks; the
remaining cheese blocks were collected after
12 weeks of maturation.
Commercial scale – Camembert
Camembert cheese (55% fdm) was produced in a
commercial cheese plant, which processes approxi-
mately 30 000 kg milk per day. Pasteurised milk
(5000 L, 73C ⁄25 s; 0.2 g ⁄L CaCl2) was acidified
with a mesophilic starter culture at 33.5C until pH
6.5 was reached. Twelve cheese vats were then
filled consecutively with 372 L vat milk using a
flow-measuring device. After adding microbial
rennet substitute or calf rennet in alternate order,
the curd was processed as usual. The time span
between filling the first and the last vat was
90 min. The concentration of calf rennet necessary
to ensure the same cutting time as the regularly
used rennet substitute was determined as described
above.
Subsequent to clotting, curd cutting and stirring
of the curd–whey mixture, the curd of each vat
was filled into six trays with 28 perforated cylindri-
cal moulds, giving 168 single cheeses per vat. A
whey sample was collected from each vat. The
curd was allowed to set under its own weight, and
the trays were transferred into the brine bath. After
brining 150 min in 16% NaCl, pH 4.8, the cheese
wheels were removed from the trays, and placed
on stainless steel maturation grids. Cheeses from
10 vats were weighed and transferred into the mat-
uration chamber (12C, 95% RH, 10 days). Prior
to packaging, the cheeses were weighed again and
six cheeses per vat were randomly selected for
further analysis.
From another two vats (one clotted with rennet
substitute, one with calf rennet) 12 cheese wheels
(2 · 6) were sampled for analysis immediately
after the first weighing. These two vats were not
considered for further analysis after maturation.
Commercial scale – Gouda
Gouda cheese (48% fdm) was produced in a
cheese plant, which processes approximately
600 000 kg milk per day. Pasteurised milk
(72C ⁄20 s) from a 140 000-L storage tank was
consecutively processed using Tetra Tebel Ost vats
(Tetra Pak GmbH & Co KG, Hochheim,
Germany). A mesophilic starter culture, CaCl2
(0.1 g ⁄L) and, at pH 6.52, the coagulant was added
to 17 000 L milk. To achieve a cutting time of
23 min (which is specified in the process control
unit of the dairy) 43 IMCU ⁄L microbial rennet
substitute were necessary, and the concentration of
calf rennet was appropriately adjusted. After curd
cutting, draining of approximately 30% of the
whey and replacing with water (33 C), the curd–
whey mixture was pumped into buffer tanks and
transferred for prepressing to a Tetra Tebel SC6
Casomatic (Tetra Pak GmbH & Co KG, Hoch-
heim, Germany). After pressing using a Kokslag
pressing system (De Klokslag Engineering BV,
Bolsward, The Netherlands) the cheese blocks
(approximately 50 · 30 · 10 cm) were transferred
into the brine bath (19% NaCl, pH 5.2) for 2 days.
Subsequently, the cheese blocks were wrapped in
ripening film, weighed with automatic compen-
sation for the film mass, and transferred into the
ripening room (9C). The cheeses from each vat
were consecutively numbered by the automatic
processing system.
Six cheese blocks were collected in intervals as
regular as possible from each vat. Six production
segments were then defined per vat, and each of
the cheeses served as a representative sample. Seg-
ment borders were the arithmetic means of the
cheese block numbers of two consecutive samples.
After weighing, slices (m  250 g) were cut from
the middle of each block and completely ground
for dry matter determination.
Milk, cheese and whey analyses
Dry matter of milk, curd, cheese and whey was
determined by the oven method (FIL ⁄ IDF, 1982),
and crude protein (N · 6.38) by the Kjeldahl pro-
cedure (FIL ⁄ IDF, 2001). Fat content of the milk
was determined butyrometrically (FIL ⁄ IDF, 1992).
Small protein fragments in cheese were analysed
from the filtrate of a 1:1 mixture of 240 g ⁄L
trichloroacetic acid (TCA) and an aqueous cheese
homogenate, also by the Kjeldahl method. Small
peptides in whey were determined in the fraction
soluble in 120 g ⁄L TCA by the fluorescamine
method (Udenfriend et al. 1972). About 0.1 mL
filtrate neutralised with 1 mol ⁄L NaOH was trans-
ferred into a quartz cuvette and, after adding
1.5 mL 0.05 mol ⁄L borate buffer (pH = 9.5) and
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mixing, 0.5 mL of 0.01% (w ⁄v) fluorescamine in
acetone were added. Fluorescence was measured
in a F-4500 (Hitachi High-Technologies Europe
GmbH, Mannheim, Germany) fluorescence pho-
tometer (excitation, 390 nm; emission, 475 nm)
and calibrated against L-alanine. Results for these
parameters are given as arithmetic mean of dupli-
cate measurements. Proteins in cheese curd and
ripened cheeses were qualitatively assessed by
SDS–PAGE (Esteves et al. 2003).
Sensory difference testing
Cheeses from pilot- and commercial-scale experi-
ments were subjected to sensory difference testing
using a forced-choice paired-comparison test.
Cuboid specimens (2 · 1 · 1 cm) were served to
trained panellists in Petri dishes encoded with
three-digit random numbers in single booths of a
sensory laboratory under red light. Crumb of white
bread and water were served for neutralisation.
Each pair of cheeses was presented twice to the
panellists, who were required to select the more
bitter cheese from each pair.
Statistics
Several statistical tests, including independent sam-
ple and dependent sample t-tests, were preformed
using the SAS Learning Edition 4.1 (SAS Institute,
Cary, NC, USA).
RESULTS AND DISCUSS ION
Adjustment of enzyme concentration
Figure 1 displays the procedure of adjusting
enzyme concentration to cutting time for the
cheesemaking experiments. For a given condition
(i.e., clotting temperature and pH), gelation profiles
(n = 2) were recorded with x IMCU ⁄L milk of
microbial rennet substitute intended for coagula-
tion. Subsequently, a similar set of experiments
was performed with the same amount x of calf ren-
net. Based on literature results (Lomholt and Qvist
1997; López et al. 1998; Jaros et al. 2008), the
amount of calf rennet was then reduced until gela-
tion curves appeared as identical as possible [here
(x - y) IMCU ⁄mL for calf rennet].
At laboratory scale, 40 IMCU ⁄L was used, and
the starting point of curd cutting was adjusted to
similar gel strength (open symbols in Figure 1). At
pilot- and commercial-scale experiments, the
amount of calf rennet was reduced to allow the
application of similar cutting times (closed symbol
in Figure 1).
Laboratory-scale experiments
The milk used at laboratory-scale trials varied in
dry matter (117.0–129.6 g ⁄kg), and in crude
protein content (35.9–38.3 g ⁄kg; Table 1). Fat
content of the milk was 37.8 (trial 1), 31.8 (trial 2),
38.3 (trial 3) and 24.3 g ⁄L (trial 4). Dry matter and
protein content, and the amount of milk processed
in each experiment (7010–7107 g) served as basis
for the calculation of milk solids and crude protein
per vat which were further used to crosscheck the
balances.
Curd mass per vat showed a certain variation:
arithmetic mean and SD for trials 1–trial 3 (where
milk with comparable dry matter was used) was
1110 ± 67 g (coefficient of variation: 6.3%; n = 6)
but lower in trial 4. Within each trial, the difference
in curd mass per vat was mirrored by dry matter
and protein content, which was lower when curd
mass was higher and vice versa. The data compiled
from curd mass and curd composition can be
considered as a direct measure of solids and crude
protein transfer from milk into curd. Under experi-
mental conditions, the total amount of solids ⁄crude
protein in the curd depends on (i) the amount of
milk in the cheese vat, (ii) the total solids content
of the vat milk and (iii) the type of enzyme used
for processing.
The difference between milk and curd mass
refers to total whey mass, and calculation of milk
solids and crude protein in whey was based on the
corresponding analytical data (Table 1). Milk
solids recovery R(%) was calculated by normali-
sing the sum of milk solids in curd and whey to
milk solids in vat, which is the product of milk
mass mM (kg) and milk dry matter dmM (kg ⁄kg):
R ¼ 100 mC  dmC þ mW  dmW
mM  dmM
ð1Þ
mC and mW (kg) are curd mass and whey mass,
and dmC and dmW (kg ⁄kg) are dry matter of curd
Figure 1 Schematic gelation profiles in small deformation
oscillatory shear measurements obtained with different
amounts of calf rennet (full lines and underlining) or microbial
rennet substitute (broken line and underlining). Open
symbols: equal enzyme concentration (x IMCU ⁄L) was used
in the laboratory scale experiments, and curd-cutting time was
adjusted with respect to gel strength (a). Closed symbol: in
pilot scale and commercial-scale experiments, concentration
of calf rennet was reduced to (x - y) to give comparable
gelation profiles to ensure equal gel strength at a given cutting
time (b).
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and whey, respectively. For calculation of crude
protein balance, dry matter in eqn 1 was replaced
by protein content. This recovery was close to
100% and varied between 97.6% and 103.2%.
The last four lines of Table 1 summarise the
specific transfer of milk solids and crude protein
from milk into curd, and the relative differences
which are attributable to the clotting enzyme.
Depending on milk composition, the yield ranged
between approximately 57 g and 71 g milk sol-
ids ⁄kg milk, and between approximately 27 and
30 g ⁄kg protein ⁄kg milk. In all trials, the solids
and protein transfer into the curd was higher when
calf rennet was used. The mean relative difference
in solids yield, defined as g milk solids per kg milk
which were transferred from milk to curd, was
0.74 ± 0.31%. This value is significantly different
from zero (P < 0.05), as is the crude protein yield
difference (0.68 ± 0.11%; P < 0.01). In all four
trials, dry matter and crude protein contents in
whey from calf rennet experiments were lower
than in whey from rennet substitute experiments;
the mean differences of )1.39 ± 0.60% (dry
matter) and )0.76 ± 0.38% (crude protein) were,
however, insignificant (P > 0.05). Except for trial
1, a higher concentration of small peptides was
found in whey processed with microbial clotting
enzyme; the mean values were 256 ± 8.5 mmol ⁄L
and 263 ± 4.7 mmol ⁄L for whey from calf rennet
and rennet substitute experiments, respectively.
The 120 g ⁄L TCA-soluble fraction contains
peptides originally present in the milk (Fox 2003)
but also peptides which are cleaved from the caseins
while the enzyme is active during curd formation
(Li and Mine 2004). The mean paired difference is
insignificant but implies a trend towards an enhan-
ced proteolysis in the first stage of cheesemaking.
Pilot-scale experiments
In the pilot-scale experiments, the enzyme concen-
trations were 44.5 IMCU ⁄L (rennet substitute) and
38.5 IMCU ⁄L (calf rennet) to ensure cutting times
of 23–25 min. In two trials, milk for processing
Gouda with 48% fdm was used, and one trial was
conducted with milk standardised for 30% fdm
Gouda. On the basis of the expected cheese mass,
vat milk volume was adjusted to achieve either
k = 3 or k = 4 cheese blocks per vat. Table 2
shows cheese mass and dry matter at sampling,
and mass and dry matter of residual curd particles
which were collected after the curd was transferred
into the prepressing unit. The vapour tight ripening
film ensured that neither cheese mass nor dry mat-
ter changed during ripening.
Table 1 Mass, dry matter and crude protein content, and solids and protein in vat milk, curd and whey of four laboratory scale trials
Parameter
Trial 1 Trial 2 Trial 3 Trial 4
CR RS CR RS CR RS CR RS
Vat milk
Milk mass in vat (g) 7018.1 7010.4 7090.0 7106.8 7047.3 7030.6 7011.1 7016.8
Dry matter content (g ⁄ kg) 129.6 129.6 124.7 124.7 128.1 128.1 117.0 117.0
Crude protein content (g ⁄ kg) 38.0 38.0 38.3 38.3 36.2 36.2 35.9 35.9
Milk solids in vat (g) 909.5 908.5 884.1 886.2 902.8 900.6 820.3 821.0
Crude protein in vat (g) 266.7 266.4 271.5 272.2 255.1 254.5 251.7 251.9
Curd
Curd mass from vat (g) 1220.5 1158.0 1077.7 1089.4 1083.5 1031.1 936.7 987.9
Dry matter content (g ⁄ kg) 408.7 427.2 420.3 412.2 438.8 456.5 431.1 407.6
Crude protein content (g ⁄ kg) 175.0 183.0 190.6 187.9 183.0 190.7 204.2 192.2
Milk solids in curd (g) 498.8 494.7 453.0 449.0 475.4 470.7 403.8 402.7
Crude protein in curd (g) 213.6 211.9 205.4 204.7 198.3 196.6 191.3 189.9
Whey
Whey mass from vat (g) 5797.6 5852.4 6012.3 6017.4 5963.8 5999.5 6074.4 6028.9
Dry matter content (g ⁄ kg) 71.7 72.3 70.9 72.1 71.1 71.8 69.7 71.2
Crude protein content (g ⁄ kg) 10.7 10.7 10.1 10.1 9.9 10.0 9.9 10.0
Milk solids in whey (g) 415.7 423.1 426.3 433.9 424.0 430.8 423.4 429.3
Crude protein in whey (g) 61.7 62.9 60.7 60.8 59.0 60.0 60.1 60.3
Milk solids recovery (%) 100.5 101.0 99.4 99.6 99.6 100.1 100.8 101.3
Crude protein recovery (%) 103.2 103.1 98.0 97.6 100.9 100.8 99.9 99.3
Solids yield in curd (g ⁄ kg milk) 71.08 70.57 63.89 63.18 67.46 66.95 57.60 57.39
Protein yield in curd (g ⁄ kg milk) 30.43 30.23 28.98 28.80 28.14 27.97 27.28 27.06
Solids yield difference (%) 0.72 1.12 0.76 0.37
Protein yield difference (%) 0.68 0.60 0.60 0.83
Dry matter and protein content, and milk mass and curd mass were measured. All other data were calculated. Recovery relates the sum of milk solids or
crude protein in curd and whey to milk solids or crude protein in milk.
CR, calf rennet; RS, microbial rennet substitute.
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Solids yield Y, expressed as kg milk solids trans-
ferred from 100 L milk into cheese, was calculated
using eqn 2. mi is mass and dmi is dry matter of a
particular block, and k refers to the number of the
produced cheese blocks per vat. The product of
residual curd massmR and curd dry matter dmRwas
added to the sum of cheese solids, which was then
normalised to vat milk volumeVM divided by 100:
Y ¼
Pk
i¼1
ðmi  dmiÞ þ mR  dmR
VM=100
ð2Þ
On average, residual curd mass considered in the
calculations was 0.38 ± 0.10 kg (n = 6), which is
less than 1% of the cheese mass. For trial 1, solids
yield in cheese calculated by eqn 2 was
7.147 kg ⁄100 L milk and 7.124 kg ⁄100 L milk
when using calf rennet and the microbial rennet
substitute, respectively, and the yields in trial 2
were similar. In trial 3 where milk for reduced-fat
Gouda was processed, the milk solids transfer was
approximately 5.9 kg ⁄100 L milk. The arithmetic
mean of the relative differences in the three trials is
0.51 ± 0.258%, which is significant at P < 0.10.
Mass balances were controlled by calculating
solids transfer into whey W (kg ⁄100 L milk)
W ¼ 100
Pk
i¼1
mi
VM=100
 1
q
0
BBB@
1
CCCA  dmW  q ð3Þ
where dmW refers to whey dry matter (kg ⁄kg), and
1.03 kg ⁄L was used for milk density q (Walstra
et al. 2006). The term in the brackets refers to the
whey fraction on a gravimetric basis (Table 3)
which, multiplied by dmWand q, gives whey solids
expressed as kg per 100 L milk. Solids yield in
whey ranged between 6.072 and 6.155 kg ⁄100 L
milk when calf rennet was used, and between
6.118 and 6.211 kg ⁄100 L milk for the rennet sub-
stitute. For each of the experiments performed on a
particular day with the same vat milk, differences
in the milk total solids (w ⁄v) calculated by sum-
ming the yield of whey solids and cheese solids
(computed in the last line of Table 2) were less
than 0.04 kg ⁄100 L (<0.35%). Additionally, by
considering q, the calculated milk total solids are
close to the experimentally determined values of
milk dry matter (w ⁄w) of 127.4 (trial 1), 129.0
(trial 2) and 115.7 g ⁄kg (trial 3).
The influence of the clotting enzyme on the
transfer of milk solids to cheese and whey is shown
in Figure 2. Using rennet substitute as a reference
(100%), the solids yield difference in cheese is
0.51 ± 0.258% (P < 0.10), and the mean differ-
ence for solids yield in whey (n = 3) is )0.88 ±
0.13% (P < 0.01). The transfer of crude protein
(details not shown) was 2.594–2.868 kg ⁄100 L
Table 2 Data from three pilot-scale trials using either
calf rennet or microbial rennet substitute. Mass and dry
matter was used to calculate solids yield, expressed as kg
dry matter per 100 L milk, which was transferred into the
cheeses
Calf
rennet
Rennet
substitute
Trial 1 (Gouda 48% fdm)
Vat milk (L) 452 450
Cheese mass (kg) 59.00 (R) 59.22 (R)
Cheese dry matter (g ⁄ kg) 545.5 (l) 539.6 (l)
Residual curd (kg) 0.426 0.360
Curd dry matter (g ⁄ kg) 281.2 280.2
Solids yield in cheese
(kg ⁄ 100 L milk)
7.147 7.124
Trial 2 (Gouda 48% fdm)
Vat milk (L) 450 450
Cheese mass (kg) 62.64 (R) 62.54 (R)
Cheese dry matter (g ⁄ kg) 525.3 (l) 521.1 (l)
Residual curd (kg) 0.285 0.460
Curd dry matter (g ⁄ kg) 278.3 284.5
Solids yield in cheese
(kg ⁄ 100 L milk)
7.330 7.283
Trial 3 (Gouda 30% fdm)
Vat milk (L) 410 411
Cheese mass (kg) 47.21 (R) 46.90 (R)
Cheese dry matter (g ⁄ kg) 507.4 (l) 511.7 (l)
Residual curd (kg) 0.520 0.231
Curd dry matter (g ⁄ kg) 293.8 310.1
Solids yield in cheese
(kg ⁄ 100 L milk)
5.880 5.857
fdm is fat in dry matter. R denotes sum, and l denotes
weighted arithmetic mean.
Table 3 Total solids of vat milk calculated from whey mass and dry matter and solids yield in cheese (see Table 2)
Calf rennet Rennet substitute
Trial 1 Trial 2 Trial 3 Trial 1 Trial 2 Trial 3
Whey mass (kg ⁄ 100 kg milk) 87.33 86.49 88.82 87.22 86.51 88.92
Whey dry matter (g ⁄ kg) 67.5 69.1 66.9 68.1 69.7 67.5
Solids yield in whey (kg ⁄ 100 L milk) 6.072 6.155 6.120 6.118 6.211 6.182
Solids yield in cheese (kg ⁄ 100 L milk) 7.147 7.330 5.880 7.124 7.271 5.857
Milk total solids (kg ⁄ 100 L milk)* 13.219 13.485 12.000 13.242 13.482 12.039
*Calculated dry matter.
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milk (calf rennet) and 2.585–2.857 kg ⁄100 L milk
(rennet substitute), and the mean difference of
0.45 ± 0.15% (higher for calf rennet) is significant
at P < 0.05. 0.64 ± 0.119% less protein was found
in the whey when calf rennet was used (P < 0.05).
The sum of protein transferred from 100 L milk
into cheese and whey was close to the protein con-
tent of the milk as determined by the Kjeldahl
method.
Crude protein content of the cheeses
(TN · 6.38; Table 4) ranged between 213.7 and
218.8 g ⁄kg and, as the samples were grouped with
respect to cheese age and not with respect to trial
number, neither showed a systematic variation with
ripening time or clotting enzyme used for process-
ing. We however observed that, besides the influ-
ence of maturation, the concentration of small
protein breakdown fragments soluble in 120 g ⁄L
TCA was higher in cheeses made with rennet sub-
stitute. The difference is significant (P < 0.05) for
12-week-old cheeses but insignificant (P > 0.10) at
a cheese age of 4 or 8 weeks.
Figure 3 shows the SDS–PAGE of the cheese
proteins as affected by clotting enzyme and matu-
ration. The exact identification of the different
bands was out of the scope of the study (e.g., Gaia-
schi et al. 2000, 2001; Mayer 2001); it is, however,
visible that protein degradation patterns vary to
some extent. Differences caused by the enzyme
can be observed as there is an additional fraction in
cheeses made with rennet substitute at approxi-
mately 12 kDa whereas a higher number of frac-
tions was separated in the range of c-casein when
calf rennet was used.
Commercial-scale experiments – Camembert
The milk processed in the Camembert experiments
had 43 g ⁄kg fat and 32 g ⁄kg crude protein, and
the enzyme concentrations to ensure comparable
curd cutting times were 48 IMCU ⁄L (rennet sub-
stitute) and 38 IMCU ⁄L (calf rennet). Figure 4
shows the cheese masses after brining (n = 6), and
after maturation and prior to packaging (n = 5).
The mass of the green cheeses obtained per vat
was 56.68 ± 0.776 kg (55.73–57.90 kg) when
using microbial rennet substitute, and 57.24 ±
0.155 kg (57.10–57.52 kg) when using calf rennet;
a larger variation was observed for the rennet sub-
stitute experiments. The difference in the average
green cheese mass per vat is significant (P =
0.056), and the relative difference in yield after
brining is 0.99% (higher for calf rennet). Dry mat-
ter of cheeses from two vats sampled after brining
was 482.6 ± 5.17 g ⁄kg (n = 6) and 483.2 ±
9.16 g ⁄kg (n = 6) when using rennet substitute
Figure 2 Relative transfer of milk solids (open symbols) and
crude protein (closed symbols) from vat milk into cheese
(circles) and into whey (squares) in pilot-plant scale (500 L
vat). Using the same vat milk, cheese was made with calf
rennet (symbols) or microbial rennet substitute (100% base-
line) on the same day. Arithmetic means ± SDs are calculated
across the trials (n = 3). P indicates error probability.
Table 4 Arithmetic mean ± SD of total nitrogen content (TN) and the nitrogen
fraction soluble in 12% trichloroacetic acid (NPN) in cheeses made with calf rennet or
microbial rennet substitute as a function of maturation
Cheese age (weeks)
Calf rennet Rennet substitute
TN (g ⁄ kg) NPN (% of TN) TN (g ⁄ kg) NPN (% of TN)
4 (n = 3) 33.7 ± 1.41 8.9 ± 0.49 33.9 ± 0.18 9.0 ± 0.49
8 (n = 3) 34.3 ± 1.87 12.1 ± 0.65 33.7 ± 1.51 13.2 ± 0.67
12 (n = 5) 33.5 ± 1.25 14.5 ± 0.71 34.1 ± 1.67 15.5 ± 0.32
Figure 3 SDS electrophoresis patterns of Gouda cheese as
affected by maturation time and clotting enzyme. CR, calf
rennet; RS, microbial rennet substitute.
Figure 4 Mass of Camembert cheese produced per vat
(372 L milk) when using calf rennet (open symbols) or micro-
bial rennet substitute (closed symbols). Single data, arithmetic
means and SDs are from (n = 6) vats after brining and from
(n = 5) vats after maturation and before packaging. Probability
values indicate the significance of the difference.
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and calf rennet, respectively; the difference is insig-
nificant (P > 0.10), and the low standard devia-
tions are an indicator for a sufficiently
homogeneous cheesemaking process. By consider-
ing cheese mass and milk volume for cheesemak-
ing, the solids transfer into green cheese was
7.407 kg ⁄100 L milk when using rennet substitute,
and 7.443 kg ⁄100 L milk when using calf rennet
(relative difference: 0.49%). In further calculations,
the cheeses of these two vats were not considered.
Figure 4 also depicts cheese mass per vat before
packaging. Arithmetic mean ± SD was 53.79 ±
0.677 kg for cheese made with rennet substitute
(53.01–54.61 kg), and 54.51 ± 0.310 kg (54.16–
54.97 kg) when calf rennet was used; the differ-
ence is significant (P = 0.032). The cheese mass
per vat is approximately 3 kg lower than after
brining, which is attributable to moisture loss in
the maturation chamber.
For each vat, the solids yield Yi, expressed as
milk solids transferred to cheese (kg ⁄100 L vat
milk), was calculated:
Yi ¼
mi  dmi
VM=100
ð4Þ
mi is the mass of cheese obtained from vat i, dmi
refers to the average dry matter of n = 6 cheeses
sampled from this vat, and VM is milk volume per
vat (here, 372 L for all vats). With rennet substi-
tute, Yi ranged from 7.13 to 7.27 kg ⁄100 L milk,
and the variation range of cheese produced with
calf rennet was 7.24–7.38 kg ⁄100 L. Mean values
and SDs of Yi are 7.208 ± 0.061 kg ⁄100 L (rennet
substitute) and 7.294 ± 0.055 kg ⁄100 L (calf
rennet); the difference (1.19%) is significant at
P < 0.05.
Whey samples showed an average crude protein
content of 9.09 g ⁄kg (rennet substitute; n = 6) and
9.05 g ⁄kg (calf rennet; n = 6). Using average
cheese mass per vat after brining and taking into
account that this mass is produced from approxi-
mately 383 kg milk (q  1.03 kg ⁄L; Walstra et al.
1999), there were 326.32 kg whey remaining when
using rennet substitute, and 325.76 kg when using
calf rennet. Considering crude protein concentra-
tion, this results in a loss of 2.966 kg and 2.948 kg
crude protein, respectively; the relative difference
is 0.61% (P < 0.10).
Commercial-scale experiments – Gouda
Fat and crude protein content of the vat milk were
38 and 36 g ⁄kg, respectively, and enzyme concen-
tration used for milk clotting was 43 IMCU ⁄L
(rennet substitute) and 38 IMCU ⁄L (calf rennet).
Masses of the individual cheese blocks and dry
matter of the sampled cheeses are shown in
Figure 5; vats 1–3 were processed with calf rennet,
and vats 4–6 were processed with rennet substitute.
Apart from the first stage of the experiment, the
mass of the cheese blocks was within the limits
accepted by the company (i.e., 14.8–16.2 kg). Dry
matter of the cheeses increased slightly from begin-
ning to end of processing a particular vat because
of continuing syneresis of the curd (Thomann et al.
2008) within the buffer tank before it is transferred
to the curd processing unit. Dry matter averaged
with respect to vat (n = 6) ranged between 566.2
and 567.6 g ⁄kg (calf rennet) and between 561.3
and 565.1 g ⁄kg (rennet substitute), and cheese
mass per vat was 2071–2081 kg and 2060–
2086 kg, respectively (Figure 6).
After combining the individual vats processed
with a particular enzyme (Table 5), total cheese
mass after brining was slightly lower when calf
rennet was used. The corresponding yield was
12.202 kg green cheese per 100 L milk and, when
using rennet substitute, yield was 12.218 kg ⁄
100 L. However, the average mass per cheese
block was significantly higher (P < 0.01) in calf
rennet experiments because of the lower number of
cheese blocks. Expressed as grand mean, dry
matter was significantly (P < 0.05) higher for
cheeses made with calf rennet (567.0 g ⁄kg) than
for cheeses made with rennet substitute
(563.3 g ⁄kg).
Figure 5 Cheese block mass (solid lines) during processing
of Gouda cheese using calf rennet (vat 1–3) or microbial
rennet substitute (vat 4–6). Symbols refer to dry matter of six
cheeses sampled per vat. For the description of segments, see
section ‘Materials and methods’.
Figure 6 Total cheese mass (open symbols) and dry matter
(closed symbols; arithmetic mean ± sd, n = 6) of each
processed vat in commercial-scale Gouda production. Vats
1–3 were produced with calf rennet, and vats 4–6 were
produced with microbial rennet substitute.
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For yield calculations, it was not necessary to
normalise to volume or mass units because the
milk was the same in amount and composition for
all processed vats. Solids yield was either calcu-
lated (i) on the basis of (j = 6) segments in (i = 3)
vats, or (ii) on the basis of (i = 3) vats, or (iii) per
trial, each consisting of three vats. In the segment-
wise calculation, solids yield Y(kg) is defined by
Y ¼
X3
i¼1
X6
j¼1
mij  dmij
 
ð5Þ
where mij (kg) refers to cheese mass per segment
and dmij (kg ⁄kg) is the dry matter of the cheese
block sampled in this segment. When using calf
rennet, the solids yield from 51 m3 milk is
3524.53 kg, which is 0.55% higher than the yield
obtained with microbial rennet substitute
(3505.37 kg). The yield calculation per vat is based
on the cheese mass obtained from each vat mi,
which needs to be multiplied with the average dry
matter per vat dmi, and the product is then summed
up for (i = 3) vats:
Y ¼
X3
i¼1
X6
j¼1
mi
 !
 dmi
" #
ð6Þ
Finally, it is also possible to build the product of
the sum of all cheese masses for vats 1–3 (calf ren-
net) and vats 4–6 (rennet substitute) and dmij,
which is the average dry matter of (n = i · j = 18)
samples:
Y ¼
X3
i¼1
X6
j¼1
mij
 !
 dmij ð7Þ
Using eqns 6 or 7, the calculated solids transfer
from milk to cheese was 3528.9 kg (calf rennet),
and approximately 3509.8 kg (rennet substitute).
These values are approximately 5 kg higher com-
pared with applying eqn 5; the difference attribut-
able to the enzymes, however, remains the same.
Expressed as solids yield this gives 6.919 and
6.882 kg ⁄100 L milk, respectively (last line in
Table 5).
Bitterness evaluation
The results of bitterness difference testing for
Gouda processed in pilot and commercial scale are
in line with probabilities calculated from the equa-
tion given by Roessler et al. (1978), summarised in
Table 6. Medium-aged cheeses did not differ sig-
nificantly, but with increasing maturation, cheeses
made with the rennet substitute showed a more
pronounced bitterness. This defect may be caused
by a higher concentration of highly hydrophobic
peptides with aromatic amino acid residues
(Gomez et al. 1997; Agboola et al. 2004), which
can be generated from casein breakdown products
by bitter peptide-producing bacteria (Cogan and
Hill 1999). Proteolysis data of our study obtained
by SDS–PAGE and nitrogen fractionation indicate
that primary proteolysis is more pronounced when
microbial rennet substitute is used for cheese
production. As regards Camembert cheese with a
more pronounced flavour, we did not detect signifi-
cant bitterness differences.
CONCLUS IONS
Experimental cheesemaking revealed significantly
higher cheese yields when calf rennet was used
instead of a microbial rennet substitute. The solids
transfer from milk to curd differed by 0.74% and
0.51% in laboratory-scale (7 L) and pilot-scale
experiments (450 L), respectively. These differ-
ences can be attributed to an enhanced loss of
small protein fractions into whey, which results
Table 5 Basic data for the commercial-scale Gouda experiments
Parameter Calf rennet
Rennet
substitute
Vat milk (L) 51 000 51 000
Number of cheese blocks 400 406
Total cheese mass (kg) 6223.26 6231.01
Average cheese mass (kg) 15.56 ± 0.28 15.35 ± 0.13
Cheese dry matter (g ⁄ kg)* 567.05 ± 5.25 563.28 ± 5.40
Solids yield in cheese (kg ⁄ 100 L milk) 6.919 6.882
Each block summarises the results from three vats.
*Arithmetic mean ± sd of n = 18 cheese blocks.
Table 6 Results of sensory bitterness evaluation of Gouda cheese made with calf rennet or microbial rennet substitute at
different scale levels
Cheese and cheese
age (weeks)
Calf
rennet
Rennet
substitute
Significance
(two-tailed)
Pilot scale 8 (n = 66)* 31 35 P = 0.71
12 (n = 66)* 21 45 P = 0.005
Commercial scale 8 (n = 30)* 14 16 P = 0.856
12 (n = 30)* 8 22 P = 0.016
Numbers refer to positive responses to ‘Which sample tastes more bitter?’ in a paired-comparison design.
*n = 66 is from six sample pairs and 11 panellists, and n = 30 is from two sample pairs and 15 panellists.
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from partial casein degradation because of a higher
proteolytic activity. Yield differences were con-
firmed for Camembert and Gouda cheese which
were processed in commercial-scale experiments
in cheese plants. Enhanced casein degradation
during Gouda long-term cheese maturation
(12 weeks) was responsible for the significantly
increased bitterness of cheeses made with the
microbial clotting enzyme. Because a lower
concentration of calf rennet is necessary to ensure
a particular curd cutting time, it is a matter of
market prices for the different enzymes, their
concentration necessary for cheesemaking, and
revenues from selling cheese which will determine
economic advantages of a specific coagulant.
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Anhang 3
Jacob M, Jaros D, Rohm H (2009) 
Erhöhte Ausbeute durch Naturlab?
Deutsche Milchwirtschaft 24 944-947.
In der Käsereitechnologie kön-nen – von einigen exotischenAusnahmen abgesehen – dreiTypen von Gerinnungsenzym-
en eingesetzt werden: das tradi-
tionelle, aus Kälbermägen iso-
lierte „Naturlab“, ein Chymo-
sin/Pepsin-Gemisch dessen An-
teile u. a. vom Alter der Kälber
und der Aufbereitungstechnik ab-
hängen; mikrobielle Labaus-
tauschstoffe die von verschiede-
nen Mikroorganismen (heute v. a.
Rhizomucor miehei) gebildet
werden und ebenfalls gezielt auf-
gereinigt und modifiziert werden;
und von gentechnisch veränder-
ten Mikroorganismen produzier-
tes rekombinantes Chymosin, für
das sich die Bezeichnung Fer-
mentation Produced Chymosin
(FPC) etabliert hat. Alle diese En-
zyme zählen zur Gruppe der As-
partylproteasen, die in vielen
pflanzlichen und tierischen Ge-
weben vorkommen und dort ver-
schiedene Aufgaben erfüllen.
Während die genetischen Vari-
anten von aus Labmägen ge-
wonnenem Kälberchymosin und
ihre rekombinanten Analoge be-
züglich ihrer Aminosäurense-
quenz weitgehend identisch 
sind, unterscheiden sich mikro-
bielle Labaustauschstoffe deut-
lich hinsichtlich Wirkungsspezi-
fität, Gerinnungsverhalten und
Restaktivität im reifenden Käse.
Diese Unterschiede sind schon seit
der Markteinführung der mikro-
biellen Labaustauschstoffe be-
kannt1, 2 und wurden mehrfach
bestätigt3, 4.
Eine der Grundvoraussetzungen
für einen sinnvollen Einsatz von
Gerinnungsenzymen ist eine
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Erhöhte Ausbeute durch Naturlab?
Naturlab Mikrobieller Labaustauschstoff
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Masse Molke (kg/100 kg Milch) 87,33 86,49 88,82 87,22 86,51 88,82
Trockenmasse Molke (g/kg) 67,5 69,1 66,9 68,1 69,7 67,5
Trockensubstanz Molke (kg/100 l Milch) 6,072 6,155 6,120 6,118 6,211 6,182
Trockensubstanz Käse (kg/100 l Milch) 7,146 7,329 5,879 7,124 7,271 5,856
Trockensubstanz
Kesselmilch berechnet (kg/100 l Milch) 13,218 13,484 11,999 13,242 13,482 12,038
Trockenmasse 
Kesselmilch analysiert (kg/100 l) 13,122 13,287 11,977 13,22 13,287 11,977
Tabelle 1: Trockensubstanzbilanzierung der Käsungsversuche im Technikumsmaßstab
zum einen die spezifische Aus-
beute bei der Käseherstellung
beeinflussen kann sowie sich
möglicherweise durch die ver-
mehrte Bildung kleiner, vorwie-
gend hydrophober Peptide („Bit-
terpeptide“) auf die sensorischen
Eigenschaften der gereiften Käse
auswirkt5. Die Menge bzw. die
Restaktivität des Gerinnungsen-
zyms, das nach der Molkenab-
trennung im Käse verbleibt, ist
auch von technologischen Fakto-
ren wie Bruchwaschen oder
Brennen des Käsebruchs abhän-
gig.
Experimentelle Untersuchungen
zum Einfluss des Gerinnungsen-
zymtyps auf die Ausbeute bei der
Käseherstellung sind nur verein-
zelt dokumentiert. Neuere Unter-
suchungen beziehen sich aus-
schließlich auf den Vergleich von
Naturlab und FPC, die sich hin-
sichtlich dieses Kriteriums
scheinbar nicht unterscheiden7,8.
Hinweise zu Unterschieden in der
Ausbeute, die aus der Verwen-
dung von Naturlab bzw. mikrobi-
ellem Labaustauschstoff resul-
tierten, sind den Ergebnissen von
Käsungsversuchen im Labormaß-
stab zu entnehmen9,10. Zusätzlich
unterscheidet sich, bezogen auf
die gleiche Dosage ausgedrückt
in Internationalen Milchgerin-
nungseinheiten (IMCU), das
durch die Proteolyse induzierte
hohe Spezifität für die Hydrolyse
der Phe105 – Met106 Bindung im
k-Casein, verbunden mit einem
geringen Potenzial zur unspezifi-
schen Proteolyse. Dieses Ver-
hältnis wird, trotz aller Fort-
schritte bei der Modifizierung der
mikrobiellen Labaustauschstoffe,
für Naturlab immer noch als
höher und damit günstiger an-
gegeben5,6. Ein niedriges Verhält-
nis verursacht hingegen eine 
generell verstärkte Proteolyse
während Dicklegung, Bruchbe-
arbeitung und Käsereifung, die
Abbildung 1: 
Relative Trocken-
substanzausbeute aus
Käsungsversuchen im
Labor- und Pilotmaß-
stab, durchgeführt 
mit Naturlab (weiße 
Symbole). 
Bezugsbasis: 
Ausbeute unter Ver-
wendung von mikro-
biellem Labaustausch-
stoff (schwarze 
Symbole). Graue 
Symbole symboli-
sieren arithmetisches
Mittel ± Standard-
abweichung
 
Gelbildungsverhalten; für ver-
gleichbare Schneidzeitpunkte
sind höhere Konzentrationen an
mikrobiellem Labaustauschstoff
notwendig11. 
Ein aus öffentlichen Mitteln ge-
fördertes Forschungsprojekt hat-
te zum Ziel, durch Käsungsversu-
che in unterschiedlichem Maß-
stab mögliche Unterschiede in
der Ausbeute zu detektieren und
über Massenbilanzen abzusi-
chern. Besonderer Wert wurde
auf die Einbeziehung von Ver-
suchsproduktionen in Käse her-
stellenden Betrieben gelegt.
Käsungsversuche 
und Analytik
Vor den jeweiligen Käsungsver-
suchen wurde die aktuelle Akti-
vität der eingesetzten Gerin-
nungsenzyme (Naturlab mit ei-
nem Chymosin:Pepsin-Verhältnis
von 80:20, mikrobieller Labaus-
tauschstoff der letzten Generati-
on aus Rhizomucor miehei) mit
der Flockungsmethode nach
IDF12 und den entsprechenden
Standardenzymen (Chr. Hansen
A/S, Horsholm, DK) bestimmt.
Die Festlegung der jeweiligen
Zusatzmenge an Gerinnungsen-
zym zur Erreichung eines vorge-
gebenen Schneidzeitpunkts der
ausgedickten Gallerte erfolgte
mittels dynamischer Rheome-
trie11.
Die Käsungsversuche wurden in
unterschiedlicher Skalierung ent-
weder im experimentellen Labor-
bzw. Technikumsmaßstab durch-
geführt oder im laufenden Routi-
nebetrieb zweier Käsehersteller
wissenschaftlich und analytisch
begleitet.
– In den Laborversuchen (CAL 10
Fertiger, Pierre Guerin, F) wur-
den in vier Wiederholungen
pro Gerinnungsenzym jeweils
sieben kg Milch (+ 0,1 g
CaCl2/kg) verkäst. Zur Dickle-
gung bei 31,5 °C wurden 40
IMCU/L Naturlab bzw. mikro-
bieller Labaustauschstoff ein-
gesetzt, und der Schneidzeit-
punkt an die Dicklegungscha-
rakteristik angepasst. Der Kä-
sebruch wurde quantitativ in
perforierte Käseformen über-
führt. Nach moderatem Pres-
sen für 24 h wurden Bruch und
-trockenmasse bestimmt.
– Für die kleintechnischen Expe-
rimente stand ein 500 l Ferti-
ger (Bertsch Nahrungsmittel-
technik GmbH & Co KG, Blu-
denz, Österreich) zur Verfü-
gung. Nach Einlaufen der volu-
metrisch erfassten Kessel-
milch (0,1 g CaCl2/l) wurde 
zur Gewährleistung eines
Schneidzeitpunktes von 23 –
25 min mit 44,5 IMCU/l (mikro-
bieller Labaustauschstoff; n =
3) bzw. mit 38,5 IMCU/L (Käl-
berlab; n = 3) dickgelegt (T =
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Erfolg ist uns wichtig. Ganz besonders der unserer Kun-
den. Deshalb setzen wir vielen frischen Milchprodukten
mit unseren Fruchtzubereitungen die Krone auf. Und als
echter Partner der Milchindustrie liefern wir darüber
hinaus ständig Ideen und Impulse für innovative, neue
Produkte. Dass uns Qualität ebenfalls sehr am Herzen
liegt, wissen unsere Kunden, weil wir nur beste Früchte
aus den weltbesten Anbaugebieten verarbeiten – oder
einfach deshalb, weil wir europaweiter Marktführer für
Fruchtzubereitungen sind.
Die drei wichtigsten Regeln für
unsere Fruchtprodukte:
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Käse und Käsealter Mikrobieller
Siginifikanz(Wochen) Kälberlab Labaustausch-
stoff
(zweiseitig)
Pilotmaßstab
8 (n = 66) 31 35 p = 0,71
12 (n = 66) 21 45 p = 0,005
Großversuch
8 (n = 30) 14 16 p = 0,856
12 (n = 30) 8 22 p = 0,016
Tabelle 2: Ergebnisse der sensorischen Bitterkeitsbewertung von
Gouda aus Technikums- und Großversuch. Zahlen sind positive
Antworten auf die Frage: „Welcher Käse schmeckt bitterer?”
31,5 °C). Auf Schneiden und
Waschen des Bruchs folgte
ein Nachwärmen bei 33 °C.
Nach dem Molkenablauf aus
der Vorpresswanne wurde der
Bruch in Euroblock-Formen
verbracht, gepresst und nach
dem Salzbad in Reifungsfolie
eingeschweißt und gewogen.
Die Ermittlung von Masse,
Trockenmasse und weiteren
Parametern erfolgte in Inter-
vallen von vier Wochen.
– In gewerblichem Maßstab
wurden an einem Tag zehn
Wannen à 372 l Kesselmilch
(4,3 % Fett, 3,2 % Rohprotein)
je fünfmal mit Naturlab bzw.
mikrobiellem Labaustausch-
stoff unter regulären Produkti-
onsbedingungen verkäst. Bei
einer Gerinnungstemperatur
von 33,5 °C wurden 48 IMCU/l
mikrobieller Labaustausch-
stoff und 38 IMCU/l Naturlab
eingesetzt, um eine vergleich-
bare Schneidzeit zu gewähr-
leisten. Auf das Rühren des
Bruch-Molke-Gemisches folg-
te die Abfüllung des Wanne-
ninhalts in sechs Formblöcke
mit je 28 Rundformen. Nach
dem Salzbad wurden die Käse
auf Reifungshorden gestapelt
und nach der betriebsüblichen
Reifung (10 d) vor dem Ver-
packen gewogen. Von den
Horden wurden Käse per Zu-
fallsgenerator für die Trocken-
massebestimmung ausge-
wählt.
– Im großtechnischen Maßstab
wurden je 51.000 l Milch über
drei Tetra Tebel-Fertiger (Te-
traPak GmbH & Co KG, Hoch-
heim; Beschickungsmenge je
17.000 l) nacheinander mit den
beiden Gerinnungsenzymen
(43 IMCU/L mikrobieller La-
baustauschstoff bzw. 38
IMCU/l Naturlab, entspre-
chend einer Dicklegungszeit
von 23 ± 1 min) verkäst. An das
Waschen des Bruchs schloss
sich das Vorpressen und Aus-
formen über eine Tetra Tebel
SC6 Casomatic an. Nach dem
Salzbad und nach Probennah-
me wurden die Käseblöcke in
Reifungsfolie verpackt und au-
tomatisch gewogen. Je Ferti-
ger wurden in annähernd glei-
chen Intervallen sechs Käse-
blöcke zur Bestimmung der
Trockenmasse beprobt.
Zur Bestimmung von Trocken-
masse und Rohprotein in Käse
bzw. Molke wurden Standardme-
thoden13,14 eingesetzt, kleine Pro-
teinabbauprodukte wurden flu-
oreszenzphotometrisch15 quanti-
fiziert und die Proteinzusammen-
setzung während der Käserei-
fung mit SDS-PAGE verfolgt. Die
Detektierung potenzieller Unter-
schiede in der Bitterkeit erfolgte
über paarweise Differenzprüfun-
gen.
Ausbeuteunterschiede aus
Kleinversuchen
Da auch für die Labor- und Tech-
nikumsversuche Kesselmilch aus
der regulären Produktion eines
Käseherstellers verkäst wurde,
unterschieden sich die Basismil-
chen, abhängig vom Produktions-
plan des Bereitstellers, teilweise
bezüglich Protein- und vor allem
Fettgehalt. Dies ist aber uner-
heblich für die Ausbeutebewer-
tung, da immer Parallelversuche
mit identischer Milch durchge-
führt wurden, resultiert aber in
absoluten Werten für den Über-
gang von Milchtrockensubstanz
in den Käse zwischen 57,4 g
und 73,8 g pro kg eingesetzter
Milch. Für den weiteren Ver-
gleich wurde daher der Trocken-
substanzübergang aus den Ver-
suchen mit mikrobiellem Labaus-
tauschstoff auf 100 Prozent ge-
setzt und die Trockensubstanz-
ausbeute bei Verwendung von
Naturlab im Verhältnis dazu an-
gegeben. In Abbildung 1 sind die
entsprechenden Ergebnisse zu-
sammengefasst. 
In den vier Kleinversuchen im 10 l
Fertiger ist der Übergang an
Milchtrockensubstanz in den
Käse um 0,35 – 1,11 % erhöht.
Die mittlere Differenz von 0,74 ±
0,31 % (graues Symbol und Stan-
dardabweichungen in Abbildung
1) ist, berechnet auf Basis eines
t-Tests, signifikant mit einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit P < 5 %.
Unterstützt und bestätigt wird
diese Differenz auch durch den
erhöhten Übergang von Stick-
stoffverbindungen in den Käse,
der, ausgedrückt als Rohprotein,
0,68 ± 0,11 % (P < 1 %) beträgt. In
der Molke finden sich bei Ver-
wendung von Naturlab weniger
Inhaltsstoffe, die relativen Diffe-
renzen sind mit –1,39 ± 0,60 %
(Trockenmasse) bzw. –0,76 ±
0,38 % (Rohprotein) jedoch nicht
signifikant. Die fluoreszenzpho-
tometrisch ermittelte Konzentra-
tion an kleinen Proteinbruch-
stücken in der Molke beträgt,
ausgedrückt in Alaninäquivalen-
ten, 256 ± 8,5 µmol/ml (Naturlab)
und 263 ± 3,7 µmol/ml (mikrobiel-
ler Labaustauschstoff). Der Unter-
schied ist nicht signifikant (P > 5
%), weist aber in Richtung einer
verstärkten unspezifischen Proteo-
lyse durch mikrobiellen Labaus-
tauschstoff.
In den drei Parallelversuchen, die
im 500 l Fertiger durchgeführt
wurden, betrug die relative Aus-
beute bei Verwendung von Na-
turlab 100,31 %, 100,80 % und
100,39 %; die mittlere Differenz
von 0,50 ± 0,24 % ist signifikant
mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit von P = 10 % (Abbildung
1). 
Zur Gesamtbilanzierung der
Trockensubstanz in diesen Versu-
chen wurde zuerst die auf den
Milcheinsatz bezogene Masse an
abgeführter Molke und deren
Trockensubstanz berechnet (Ta-
belle 1). Die Summe von Trocken-
substanz in Käse und Molke er-
gibt unter Berücksichtigung einer
durchschnittlichen Dichte der
Kesselmilch von 1.030 kg/m3 die
gesamte  Trockensubstanz pro
Volumeneinheit Milch, die in
Käse und Molke wiedergefunden
wird. Nach Gegenüberstellung
mit der analytisch bestimmten
Trockensubstanz der Kesselmilch
ergibt sich ein relativer Fehler
zwischen 0,18 % und 1,44 %,
der unter Berücksichtigung der
Größenordnung der Versuche im
Toleranzbereich liegt, womit
auch systematische Fehler aus-
geschlossen werden können. Die
höhere Trockenmasse der Molke
aus Versuchen mit mikrobiellem
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Abbildung 2: 
Gesamtstickstoff 
(GN, Kreise) und
Stickstoff löslich in
12% Trichloressig-
säure (NPN, 
Quadrate) von Gouda
aus Technikumsver-
suchen im Reifungs-
verlauf. Die Herstel-
lung erfolgte mit 
Naturlab (NL, offene
Symbole) oder mikro-
biellem Labaustausch-
stoff (ML, geschlosse-
ne Symbole). Die
Elektropherogramme
stammen von 
zwölf Wochen 
gereiftem Käse.
Labaustauschstoff (Tabelle 1)
bzw. der höhere Stickstoffgehalt
sind wiederum Indiz für eine ver-
stärkte unspezifische Proteolyse,
die sich durch verbliebene
Restaktivitäten auch während
der Käsereifung fortsetzt. Dies
verdeutlicht Abbildung 2, die so-
wohl bezüglich der quantitativ er-
fassten niedermolekularen Pro-
teinabbauprodukte als auch hin-
sichtlich der elektrophoretisch
bestimmten Abbaumuster ent-
sprechende Unterschiede auf-
zeigt.
Ausbeuteunterschiede 
aus 
Industrieversuchen
Im Fall der Camembertherstel-
lung wurde die Kesselmilch in
den einzelnen Wannen alternie-
rend mit Naturlab und mikrobiel-
lem Labaustauschstoff dickge-
legt. Die Wägung unmittelbar vor
der Verpackung ergab bei Ver-
wendung von Naturlab Käsemas-
sen von 54,16 – 54,97 kg pro 372
l Milch (54,51 ± 0,310 kg), und bei
Verwendung von mikrobiellem
seausbeute von 400 Blöcken mit
einer Gesamtmasse von 6.223,3
kg (15,56 ± 0,28 kg pro Block; Na-
turlab) bzw. von 406 Blöcken mit
einer Gesamtmasse von 6.231,0
kg (15,35 ± 0,13 kg pro Block; mi-
krobieller Labaustauschstoff). Die
mittlere Trockenmasse, ermittelt
nach Beprobung von sechs Käsen
je Fertiger bzw. von 18 Käsen je
Gerinnungsenzym betrugen 567,0
± 5,25 g/kg bei Verwendung von
Naturlab; diese war signifikant
höher (P < 5 %) als bei Verwen-
dung von mikrobiellem Labaus-
ausbeuten von 1.258,1 kg (Na-
turlab) bzw. von 1.251,3 kg je
10.000 l eingesetzter Milch.
Sensorische Bewertung 
der Versuchskäse
In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der
paarweisen Unterschiedsprüfun-
gen durch geschulte Prüfer zusam-
mengefasst. Drei Vergleichspaare
der im Pilotmaßstab produzierten
Käse wurden von elf geschulten
Prüfern je zweimal bewertet (n =
66), und zwei Vergleichspaare
der im Großversuch produzierten
Käse wurden von 15 Prüfern im
Einzelversuch analysiert (n = 30).
Die Ergebnisse zeigen deutlich,
dass bei länger gereiftem Käse
die Unterschiede in der Bitterkeit
deutlich ausgeprägt und statis-
tisch abgesichert sind.
Abschätzung 
der wirtschaftlichen 
Bedeutung
Für eine Abschätzung der wirt-
schaftlichen Bedeutung müssen
als wesentliche Kennzahlen so-
wohl Einsatzmenge als auch Preis
der jeweiligen Gerinnungsenzy-
me, der potenzielle Unterschied
in der Käseausbeute sowie der
erzielbare Käsepreis herangezo-
gen werden. Unter Einbeziehung
aller dieser Kennzahlen kann für
eine konservative Schätzung bei
einer Ausbeutedifferenz von 0,50
Prozent ein Mehrerlös von ca.
four to six Euro pro 10.000 l 
Kesselmilch angesetzt werden.
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Abbildung 3: 
Relative Trocken-
substanzausbeute 
aus Käsungsversuchen
im Industriemaßstab,
durchgeführt mit 
Naturlab (weiße 
Symbole) 
Bezugsbasis: 
Ausbeute unter Ver-
wendung von mikro-
biellem Labaustausch-
stoff (schwarze 
Symbole). Graue 
Symbole symboli-
sieren arithmetisches
Mittel ± Standard-
abweichung
Labaustauschstoff von 53,01 –
54,61 kg (53,79 ± 0,677 kg); 
der Unterschied ist signifikant
(P < 5 %). Nach Bestimmung der
Trockenmasse von sechs Käsen
pro Wanne wurde der wan-
nenspezifische Trockensubstanz-
übergang in den Käse berechnet.
Abbildung 3 zeigt die relativen
Trockensubstanzausbeuten, be-
zogen auf 100 % bei Verwendung
von mikrobiellem Labaustausch-
stoff. Die mittlere Differenz von
1,19 ± 0,46 % (Streubereich: 0,72
– 1,68 %) ist signifikant (P < 5 %).
In absoluten Zahlen ausgedrückt
beträgt der Trockensubstanzüber-
gang von Milch in Käse 7,29 ±
0,055 kg pro 100 l Kesselmilch
(Naturlab) bzw. 7,21 ± 0,061 kg
pro 100 l Kesselmilch (mikrobiel-
ler Labaustauschstoff).
Die Großversuche mit der Caso-
matic-Linie ergaben eine Rohkä-
tauschstoff (563,3 ± 5,40 g/kg).
Unter Einbeziehung der Zahlen
für Rohkäsemasse und Käse-
trockenmasse ergibt sich damit
ein Gesamttransfer an Milch-
trockensubstanz von 3.528,9 kg
bei Verwendung von Naturlab
und von 3.509,8 kg bei Verwen-
dung von mikrobiellem Labaus-
tauschstoff und damit eine Diffe-
renz von 0,54 % (Abbildung 3).
Rechnet man dies auf eine Käse-
trockensubstanz von 550 g/kg
zurück, so entspricht das Käse-
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5 Standard method for the determination of the activity of milk coagulants is the rotating bottle method,
6 where clotting time is defined as the time when visually observable flocculation starts. Aim of this
7 study was to verify whether it is possible to determine milk clotting time by rotational viscometry.
8 Using three different coagulants and reconstituted milk of different pH and temperature, flocculation
9 time and viscosity in steady shear was determined, and milk gelation was monitored by small
10 amplitude oscillating shear rheometry. The results show that, independent of pH and temperature,
11 milk clotting time is related to an apparent viscosity of 7·24±0·45mPa.s, indicating that rotational
12 viscometry can be used for the screening of flocculation time with an accuracy of approximately 6%.
13 Keywords: Milk, clotting, viscosity, casein micelles.
14
15 The cleavage of κ-casein, catalysed by chymosin or other
16 enzymes with comparable substrate specificity, induces one
17 of the most important phase conversion processes in dairy
18 technology. The separation of the caseinomacropeptide
19 (CMP) from the surface of the casein micelle and its release
20 into the whey are responsible for casein flocculation and
21 aggregation which further leads to casein micelle fusion; a
22 weak gel is the resulting macroscopic evidence of the
23 formation of a three-dimensional network (Walstra et al.
24 2006).
25 Analytical methods for following action and kinetics of
26 κ-casein cleaving enzymes include chemical approaches,
27 mainly the quantification of the liberated CMP byHPLC (van
28 Hooydonk & Olieman, 1982), or physical methods which
29 follow the changes induced by milk clotting enzymes on a
30 phenomenological basis. As regards the latter category it is
31 necessary to distinguish between phenomena caused by
32 κ-casein cleavage itself in the primary phase, and secondary
33 effects which are a direct consequence of that action, i.e., gel
34 formation. State-of-the-art experimental techniques for
35 characterising gel formation include small amplitude oscil-
36 lation with versatile rheometers or with dedicated instru-
37 ments such as the formagraph (Bencini, 2002; Horne, 2003),
38 or optical techniques which follow changes in the scattering
39 of light of different sources (Huppertz & de Kruif, 2007;
40 Klandar et al. 2007).
41 One of the oldest methods for measuring enzyme-induced
42 milk flocculation, which goes back to Sommer & Matsen
43(1935) and which is now an element of standard procedures
44for the determination of the activity of milk clotting enzymes
45(ISO, 2002, 2006, 2007), is based on the visual determi-
46nation of the flocculation onset in rotating bottles; the
47corresponding measure is usually denoted as clotting time
48(tC). For the Berridge method, the bottles are smaller and
49rocking in a water bath instead of rotating (Huppertz & de
50Kruif, 2007). It is also known that CMP liberation reduces the
51diameter of the casein micelles by a few nanometers, which
52decreases the volume fraction of dispersed casein micelles
53and leads to a small but significant decrease in milk viscosity
54(Mellema et al. 1999). Whereas Scott-Blair & Burnett (1963)
55and, later, Lomholt & Qvist (1997) used capillary viscometry
56to follow CMP release and the primary phase of casein
57destabilisation, Kopelman & Cogan (1975) monitored the
58onset of flocculation by rotational viscometry and estimated
59clotting time from viscometry as the time where ‘a steep
60linear increase in viscosity intersects a horizontal base line’.
61In the primary phase of enzymatic κ-casein degradation,
62a decrease of apparent viscosity of approximately 4–8%
63has been quantified by Guthy & Novak (1977), Lomholt &
64Qvist (1997) and Guthy et al. (1989). In all of these studies,
65however, viscosity measurements were performed without
66accompanying flocculation tests.
67The objective of this study was to determine viscosity
68changes in the primary phase of enzymatic κ-casein
69cleavage, to relate the output of these measurements to the
70results of flocculation tests, and to verify whether rotational
71viscometry has the potential to be used instead of the
72current, laborious reference method of visual flocculation
73measurement.*For correspondence; e-mail: harald.rohm@tu-dresden.de
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74 Materials and Methods
75 Materials
76 Three fermentation-produced coagulants (Chy-MaxTM Plus
77 and ChymaxTM M from Chr. Hansen A/S, Horsholm,
78 Denmark, and Maxiren 180 from DSM Food Specialties,
79 Seclin, France) were used in the study. A chymosin standard
80 was obtained from Chr. Hansen A/S. Coagulants were stored
81 in a refrigerator (5 °C).
82 Skim milk was reconstituted by dissolving 110 g spray-
83 dried low-heat milk powder (Alpavit Käserei Champignon
84 Hofmeister GmbH & Co. KG, Lauben/Allgäu, Germany) in
85 1000ml of a 0·5 g CaCl2/l solution (ISO 2007). Moisture
86 content of the milk powder was 43 g/kg (IDF, 1993),
87 total nitrogen content was 56·8 g/kg (IDF, 2001), and
88 undenatured whey protein nitrogen was 6·7 g/kg (ADPI,
89 2009). For complete dissolution, the reconstituted milk
90 was kept for 12–16 h at 5 °C while stirring. Microbial growth
91 was prevented by adding 0·3 g sodium azide/l. Prior to
92 measurements, milk pH was adjusted to 6·4, 6·5 or 6·6 with
93 1 mol/l HCl.
94 Design of the study
95 Apart from the coagulants, independent factors in a 33 full
96 factorial design were temperature and pHwhich were varied
97 at three levels each (30, 32 or 34 °C, and 6·4, 6·5 or 6·6,
98 respectively). Separately for each experiment, the coagulants
99 were diluted with acetate buffer, pH 5·5 (ISO, 2007) to
100 obtain a solution with 4 International Milk Clotting Units
101 (IMCU) per ml. After adding diluted enzyme solution to milk
102 in a ratio of 1:100, which corresponds to 40 IMCU per l milk,
103 clotting time determinations, rotational viscometry and
104 dynamic rheometry were applied. Additional viscosity
105 measurements were carried out at selected temperatures,
106 pH and reduced CaCl2 concentration (0·1 or 0·2 g/l). For the
107 reconstitution of skim milk with reduced calcium content,
108 CaCl2 solutions with corresponding concentrations were
109 used. All experiments were performed within a time span of
110 two months.
111 Clotting time determination
112 Clotting time measurements were performed with a device
113 and the method as described in ISO (2007). For the initial
114 determination of the clotting strength of the enzymes, 25 ml
115 reconstituted skimmilk, pH 6·5, were transferred into 100ml
116 glass bottles which were placed on rotating rods in a water
117 bath set to 32±0·1 °C (Fig. 1). Inclination angle of the rods
118 was 30°, rotational speed was set to 3·5 rpm, and a FLQ 85E
119 cold light illumination system (Olympus Optical Co GmbH,
120 Hamburg, Germany) was placed in front of the bottles.
121 After temperature equilibration, 0·5 ml of diluted coagulant
122 or chymosin standard were added. tC of coagulants and
123 reference chymosin, defined as time span from enzyme
124 addition to the first visually observable flocs, was then
125 used to calculate clotting strength in IMCU/ml. Clotting
126time in the supplementary video sequence is approximately
12766 s.
128The online video can be viewed at http://journals.
129cambridge.org/dar.
130For the determination of clotting times of the sample set
131(i.e., milk with varying temperature and pH), the coagulants
132were diluted to ensure that an addition of 0·25 ml to 25 ml
133milk corresponds to 40 IMCU/l. All clotting time determi-
134nations were performed in triplicate.
135Rotational viscometry and dynamic rheometry
136A stress-controlled AR-G2 rheometer (TA Instruments
137GmbH, Eschborn, Germany) equipped with a double gap
138geometry and Peltier temperature control was used. Outer
139and inner stator radius was 22·34 mm and 20·00mm, outer
140and inner rotor radius was 21·96mm and 20·38mm,
141respectively, and bob height was 59·5 mm. 25ml milk
142adjusted to the required temperature were spiked with
1430·25ml of diluted coagulant, mixed and the necessary
144amount (approximately 7 ml) was immediately transferred
145into the cup of the rheometer. The rotating cylinder was
146lowered and a shear rate of 50/s was applied. Preliminary
147experiments showed that reconstituted skim milk proved
148to be Newtonian in the shear rate range of 1–200/s
149(1·38±0·017mPa.s at 32 °C, n=3), and 50/s were selected
150to achieve a sufficiently stable output signal of the
151viscometer. Recording of apparent viscosity (ηA) was started
1521 min after enzyme addition.
153In separate experiments, the enzyme-induced gelation of
154milk was monitored using oscillatory time sweeps ( Jaros
155et al. 2008). Input strain was set to 0·003, angular frequency
156was 1 rad/s, and the storage modulus (G’) was measured as a
157function of time. These experiments were performed in
158duplicate.
Fig. 1. Design of the instrument used for clotting time determi-
nation. a, water bath; b, frame; c, circulator; d, rotating rod; e,
rotation bottle with milk; f, light source.
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159 Results and Discussion
160 At the beginning of the study, actual clotting strengths of
161 the coagulants were 204±2·9 IMCU/ml (Chy-MaxTM Plus),
162 964±4·8 IMCU/ml (Chy-MaxTMM), and 195±3·3 IMCU/ml
163 (Maxiren 180). These data are in close agreement with
164 the declared activity given by the providers (190, 970 and
165 180 IMCU/ml, respectively), and all further experiments
166 were carried out on the basis of the experimentally
167 determined values. Clotting strength of the coagulants did
168 not change significantly while this study was being
169 completed (data not shown).
170 For the entire data set, average tC (n=3) ranged between
171 721±7·6 s (Chy-MaxTM Plus at 34 °C, pH 6·4) and
172 1848±16·6 s (Maxiren 180, 30 °C, pH 6·6). Although any
173 systematic influence of coagulant, temperature and pH on tC
174 is out of the scope of this study and these factors were
175 primarily varied to provoke different clotting time, it should
176 be mentioned that it is both the increase in temperature from
177 30 to 34 °C and the decrease in pH from 6·6 to 6·4 which
178 caused a reduction of tC by a factor of approximately 2·5.
179 Statistical evaluation of the entire data set by three-factor
180 analysis of variance revealed that the influence of pH
181 and temperature was significant (P<0·01), whereas the
182 coagulant effect was insignificant (P > 0·05). An impact of
183 temperature and pH on gelation onset in small amplitude
184 oscillatory shear of a similar magnitude have been shown by
185 Nájera et al. (2003) and Jaros et al. (2008). For all 27 samples,
186 the coefficient of variation for the (n=3) determinations was
187 less than 2%.
188 For reconstituted skim milk with 40 IMCU/l ChymaxTMM,
189 temperature 32 °C, pH 6·4, Fig. 2 shows the development of
190 apparent viscosity after coagulant addition, and the corre-
191 sponding gelation curve from small amplitude rheometry. In
192 this particular sample, ηA decreased by 4·5%within 7–8min
193after adding the enzyme; this drop is, however, not visible to
194the naked eye in this graph because of the scaling.
195Arithmetic mean and standard deviation of shear viscosity
196at the beginning of the experiments was 1·39 mPa.s. At
197approximately 12 min, apparent viscosity started to increase
198significantly. When a value of *20mPa.s was exceeded
199(data not shown), the curves became irregular and/or
200showed some off-levelling. This behaviour reflects the
201processes which start with the primary phase where
202CMP is enzymatically cleaved from κ-casein, leading to an
203initial decrease of ηA (Mellema et al. 1999) and subsequent
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Fig. 2. Development of apparent viscosity (full lines) and gel
stiffness (dotted lines) during gel formation (duplicate experiment).
40 IMCU/l ChymaxTM M were added to reconstituted skim milk,
32 °C, pH 6·5. tC is clotting time measured by the rotating bottle
reference method (n=3), tG is gelation time, ηC is apparent viscosity
at tC, and G’40 is storage modulus 40min after enzyme addition.
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Fig. 3. Evolution of relative milk viscosity after coagulant addition.
40 IMCU/l ChymaxTM Plus were added to reconstituted skim milk,
32 °C. (A) CaCl2 addition was 0·5 g/l, and pH was 6·4 (circle), 6·5
(square) or 6·6 (triangle). (B) pH was 6·5, and CaCl2 addition was
0·5 g/l (circle), 0·2 g/l (square) or 0·1 g/l (triangle). Each curve is the
averaged response from duplicate measurements. Numbers above
the curves refer to clotting time measured by the rotating bottle
reference method in min.
0
2
4
6
8
10
A
pp
ar
en
t v
is
co
si
ty
 a
t
cl
ot
tin
g 
tim
e 
(m
P
a.
s)
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Clotting time (s)
ta
t η
=7
.2
5
m
P
a.
s
A
t , measuredC
Fig. 4. Apparent viscosity at clotting time (n=2) versus average
clotting time (n=3, rotating bottle referencemethod) for 27 samples.
The solid and dotted horizontal lines refer to average viscosity and
standard deviation, respectively. The insert (x- and y-scaling
identical to x-scaling of main graph) gives clotting time predicted
from apparent viscosity as a function of measured clotting time.
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204 aggregation which, when the system remains undisturbed,
205 leads to coagulation of the milk (increase in ηA).
206 Similar effects of κ-casein cleavage on milk viscosity have
207 also been shown by Guthy & Novak (1977) who, using
208 capillary viscometry, reported a viscosity decrease of
209 0·2 mPa.s but did not specify an absolute viscosity value.
210 Lomholt & Qvist (1997) used another type of capillary
211 viscometer, stopped their experiments before the milk had
212 started to flocculate and, for 10% reconstituted milk,
213 reported an apparent viscosity of 1·29 mPa.s and a viscosity
214 decrease of up to 5%. Guthy et al. (1989) specified a
215 viscosity decrease of 0·14 mPa.s by using a rotational
216 viscometer and a mixture of milk and glycerol as substrate
217 (initial viscosity was 2·78 mPa.s). For Chy-MaxTM Plus and
218 32 °C milk temperature, Fig. 3 exhibits the influence of pH at
219 constant CaCl2 concentration (0·5 g/l), and the impact of
220 CaCl2 concentration at pH 6·5 on milk viscosity in the
221 primary phase of milk clotting and at starting aggregation
222 in more detail and also shows how the initial part of the
223 viscosity curve is related to tC from reference measurements.
224 After setting initial viscosity (*1·4 mPa.s) to unity, the
225 relative viscosity (ηR) decreased by a factor between 0·03
226 and 0·08. Differences in the slope of dηR/dt immediately after
227 coagulant addition (<5min) were not pronounced; for
228 example, the decrease of relative viscosity for the curves
229 given in Fig. 3A was 0·012/min, 0·015/min and 0·014/min
230 for a pH of 6·4, 6·5 and 6·6, respectively. It was mainly the
231 flocculation which started earlier at lower pH or higher
232 CaCl2 concentration, which also determines the macro-
233 scopic behaviour of the entire system.
234 Fig. 2 also exhibits for this sample that, at an average (n=3)
235 tC of 14·8 min, the apparent viscosity at visual clotting time
236 (ηC) is 7·5 and 7·8 mPa.s (duplicate measurements). At tC, the
237 changes which occurred in the milk were hardly reflected by
238 the oscillatory experiments. Approximately 2 min after tC
239 was passed, the slope of dG’/dt almost immediately started to
240 increase. Gelation time (tG), which has frequently been
241 defined as the time where G’ exceeds 1 Pa (Horne, 1998;
242 Lopez et al. 1998) was achieved at approximately 21min. It
243 is, however, also evident that aggregation and network
244 formation started earlier, and it is merely a question of
245 instrument sensitivity to obtain reliable results for G’<1.
246 For the entire sample set, apparent viscosity at clotting
247 time is plotted versus visual clotting time analyzed by the
248 reference method (Fig. 4). ηC ranged between 6·4 and
249 8·0 mPa.s, arithmetic mean±standard deviation was
250 7·24±0·45mPa.s (n=54), and the coefficient of variation
251 was 6·2%. All experimental ηC data are within x+ 2s, and
252 relative viscosity at tC is 5·2±0·22. If clotting time is read
253 from viscosity curves as the time span until a viscosity of
254 7·24 mPa.s is reached, this measure would be under-
255 estimated in samples with ηC higher than 7·24mPa.s, and
256 overestimated in samples with ηC lower than 7·24 mPa.s.
257 The insert to Fig. 4 shows the corresponding agreement
258 between tC measured by the rotating bottle method, and
259 clotting time read from viscosity curves. The relative
260 differences between tC from the reference method and
261clotting time taken from viscosity curves can be regarded as
262a measure for the accuracy of the viscosimetric method;
263these differences are 0·11±3·35% on average (n=27) and
264range between 5·4% and +5·8%. By considering all data,
265tC is significantly interrelated with tG (R
2=0·94, P<0·01, tG
266(s)=62·4 s+1·41 tC), and inversely related with G’40,
267which refers to gel stiffness after 40 min gelation ( Jaros et al.
2682008; R2=0·95, P<0·01, tC (s)=1420 s33·7 (s/Pa) G’40).
269Conclusion
270Our results show that, using standardised reconstituted skim
271milk as a substrate, the time where visual clotting is
272determined by the rotating bottle reference method corre-
273sponds to an apparent viscosity of 7·24±0·45 mPa.s
274measured in a rotational viscometer. Viscometry might
275therefore be used for the indirect measurement of clotting
276time, provided that a calibration data set is used to specify
277clotting-time related viscosity which might be influenced
278by instrument characteristics or measuring geometry. As
279compared with the reference method using the rotating
280bottles (ISO, 2002, 2007), there is no need for a technical
281setup that is not available on a commercial basis, whereas
282rotational viscometers are almost routine equipment in a
283modern laboratory. Other drawbacks of the reference
284method are that it requires the presence of an operator
285during the measurement, and that clotting time determi-
286nation is based on the subjective visual perception of flocs,
287which can hardly be documented other than by pencil and
288paper. A device with time-based electronic documentation
289gives operator-independent data, and allows retrospective
290analysis.
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Anhang 5
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